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Schliemann, Christoph 
 
Die Angiopoietine und ihr Rezeptor Tie-2 spielen eine zentrale Rolle in der Regulation der  
embryonalen, physiologischen und der mit soliden Tumoren assoziierten Angiogenese. Während 
Angiopoietin-1 (Ang-1) als Agonist des Tie-2-Rezeptors bestehende Blutgefäße in ihrem 
Ruhezustand hält, ist der Antagonist, das gefäßdestabilisierende Angiopoietin-2 (Ang-2), 
Voraussetzung für das Aussprossen neuer Gefäße am Anfang der angiogenen Kaskade. Welche 
Bedeutung das Tie-2/Angiopoietin-System für die Angiogenese hämatologischer Neoplasien wie 
der Akuten Myeloischen Leukämie (AML) besitzt, ist jedoch unklar. 
Wir untersuchten das Expressionsmuster von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 im Knochenmark von 
Patienten mit neudiagnostizierter, unbehandelter AML im Vergleich zu Kontrollpersonen mittels 
APAAP-Immunhistochemie. Die Proteinexpression von Ang-2 war im Knochenmark der AML-
Patienten (Median 4,7 Arbitrary Units (AU), n = 64) signifikant höher als im Knochenmark der 
Kontrollpersonen (1,5 AU, n = 16, p < 0,0001). Ang-1 wurde dagegen in beiden Kollektiven 
annähernd gleich stark exprimiert (AML: 2,5 AU, n = 64; Kontrollen: 3,6 AU, n = 16, p = 0,105), 
so dass die Ratio der Ang-2- zu Ang-1-Expression im AML-Knochenmark deutlich zugunsten von 
Ang-2 verschoben war (AML: 1,73; Kontrollen: 0,51, p < 0,0001). Ebenso war der Angiopoietin-
Rezeptor Tie-2 im leukämischen Knochenmark signifikant überexprimiert (AML:  3,7 AU, n = 91; 
Kontrollen: 1,8 AU, n = 17, p < 0,0001). Sowohl die Ang-2- und Tie-2-Expression als auch die  
Ang-2/Ang-1 Ratio korrelierten mit der Mikrogefäßdichte im Gesamtkollektiv (91 bzw. 64 AML- 
und 17 bzw. 16 Kontrollpatienten: Ang-2: r = 0,521, p < 0,0001; Tie-2: r = 0,306, p = 0,002; Ratio:         
r = 0,514, p < 0,0001) und mit der Expression der angiogenen Faktoren bFGF, VEGF-C und flt-4. 
Der Umschlag der Angiopoietin-Balance könnte eine entscheidende Bedeutung für die AML-
induzierte Neovaskularisation im Knochenmark haben, während die starke Tie-2-Expression durch 
leukämische Blasten auf einen autokrinen Stoffwechselweg in der neoplastischen Hämatopoese 
hinweist. Damit wäre das Tie-2/Angiopoietin-System möglicherweise ein geeigneter Angriffspunkt 










































INHALTSVERZEICHNIS _______________________________________________ I 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS _________________________________________ IV 
 
1 EINLEITUNG ____________________________________________________ 1 
1.1 Die Angiogenese – Definition und Mechanismen _____________________ 1 
1.2 Regulation der Angiogenese ____________________________________ 4 
1.2.1 Proangiogene Faktoren ____________________________________ 4 
1.2.2 Antiangiogene Faktoren ____________________________________ 5 
1.3 Angiogenese bei soliden Tumoren ________________________________ 5 
1.3.1 Der „Angiogene Switch“ ____________________________________ 6 
1.3.2 Die intratumorale Mikrogefäßdichte ___________________________ 7 
1.4 Angiogenese bei hämatologischen Neoplasien ______________________ 8 
1.5 Das Tie-2/Angiopoietin-System _________________________________ 10 
1.5.1 Struktur von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 _________________________ 10 
1.5.2 Das Tie-2/Angiopoietin-System in der embryonalen und  
physiologischen Angiogenese_______________________________ 12 
1.5.3 Das Tie-2/Angiopoietin-System in der Angiogenese solider Tumoren 15 
1.5.4 Das Tie-2/Angiopoietin-System in der Angiogenese hämatologischer 
Neoplasien _____________________________________________ 16 
1.6 Ziele dieser Arbeit____________________________________________ 17 
 
2 MATERIAL UND METHODEN ______________________________________ 18 
2.1 Patienten und Kontrollen ______________________________________ 18 
2.2 Gewebeverarbeitung _________________________________________ 20 
2.3 Immunhistochemie ___________________________________________ 20 





2.3.2 Antigen-Demaskierung ____________________________________ 21 
2.3.3 Immunreaktion __________________________________________ 21 
2.3.4 Farbreaktion ____________________________________________ 23 
2.3.5 Positive und negative Kontrollen_____________________________ 23 
2.4 Quantifizierung der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 ___________ 24 
2.5 Statistik____________________________________________________ 25 
 
3 ERGEBNISSE __________________________________________________ 26 
3.1 Expression des Tyrosinkinaserezeptors Tie-2 ______________________ 26 
3.2 Expression der Tie-2-Liganden Angiopoietin-1 und -2 ________________ 29 
3.2.1 Angiopoietin-1___________________________________________ 29 
3.2.2 Angiopoietin-2___________________________________________ 31 
3.2.3 Ang-2/Ang-1 Ratio _______________________________________ 33 
3.3 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Alter bei Erstdiagnose _____________________ 34 
3.4 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Geschlecht______________________________ 36 
3.5 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und AML-Subtypen___________________________ 37 
3.6 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Blasteninfiltration _________________________ 39 
3.7 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Mikrogefäßdichte _________________________ 39 
3.8 Korrelationen von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 _________________________ 41 
3.9 Tie-2, Ang-1 und Ang-2 und weitere angiogene Mediatoren____________ 43 
3.9.1  VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 _____________________________ 43 
3.9.2  bFGF _________________________________________________ 44 
3.9.3  VEGF-C und flt-4 ________________________________________ 44 
 
4 DISKUSSION___________________________________________________ 47 
4.1 Ang-2 ist im Gegensatz zu Ang-1 im Knochenmark von AML-Patienten 
überexprimiert ______________________________________________ 48 
4.2 Umkehr der Angiopoietin-Balance als Voraussetzung der AML-induzierten 





4.3 Expression des Tie-2-Rezeptors durch leukämische Blasten: Ausdruck   
eines autokrinen Regulationsmechanismus? _______________________ 59 
4.4 Das Tie-2/Angiopoietin-System und andere angiogene Mediatoren______ 64 
4.5 Zusammenfassung___________________________________________ 65 
 
LITERATURVERZEICHNIS ____________________________________________ 66 
DANKSAGUNG _____________________________________________________ 80 









ALL  Akute Lymphatische Leukämie 
AML  Akute Myeloische Leukämie 
Ang-1  Angiopoietin-1 
Ang-2  Angiopoietin-2 
APAAP Alkalische Phosphatase/Anti-alkalische Phosphatase 
AU  arbitrary units 
bFGF  basic fibroblast growth factor 
C  Celsius 
CD  cluster of differentiation 
CSF  colony stimulating factor 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
FAB  French-American-British 
HGF  hepatocyte growth factor 
IL  Interleukin 
m  männlich 
M  Molar 
Max.  Maximum 
Min.  Minimum 
ml  Milliliter 
µl  Mikroliter 
mm  Millimeter 
µm  Mikrometer 
MM  Multiples Myelom 
mRNA messengerRNA 
MVD  microvascular density, Mikrogefäßdichte 
n  Anzahl 
PCR  polymerase-chain-reaction 





PlGF  placental growth factor 
RNA  Ribonukleinsäure 
SCF  stem cell factor 
TBS  Tris-buffered saline 
TGF  transforming growth factor 
TNF  tumor necrosis factor 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
VEGFR VEGF-Rezeptor 
vWF  von Willebrand Faktor 
























„[...] one is almost forced to the conclusion that  
there is associated with the viable growing tumor cells  
some blood vessel growth stimulating factor.“ 
 

























Mit dem vorangestellten Zitat äußerte GORDON IDE bereits im Jahr 1939 die Vermutung, 
dass Tumorzellen das Wachstum von Blutgefäßen durch Freisetzung bestimmter 
Faktoren anregen können (74). Drei Jahrzehnte später, 1971, konnte JUDAH FOLKMAN 
den ersten angiogenen Faktor isolieren (45). Im gleichen Jahr stellte er die Hypothese 
auf, dass die Neubildung von Blutgefäßen durch Angiogenese eine absolute 
Voraussetzung für Wachstum und Metastasierung solider Tumoren ist (44). FOLKMANS 
Entdeckungen eröffneten ein völlig neues Feld auf dem Gebiet der Krebsforschung, 
denn eine Blockade der Blutgefäßneubildung versprach neue effektive Tumortherapien. 
Inzwischen wurde eine große Vielzahl verschiedener angiogener Wachstumsfaktoren 
identifiziert. Der Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses hat sich dabei in den 
letzten Jahren von Faktoren, die unspezifisch auf viele verschiedene Zelltypen wirken, 
hin zu solchen, die selektiv vaskuläre Endothelzellen beeinflussen, verlagert (156). 
Unter den letzteren scheint den Ende der neunziger Jahre entdeckten Angiopoietinen 
eine zentrale Bedeutung zuzukommen (24, 96).  
Man weiß heute, dass die Neubildung von Blutgefäßen durch Angiogenese auch für 
die Pathogenese maligner hämatologischer Neoplasien eine entscheidende Rolle spielt 
(100). Bislang beschränken sich die Erkenntnisse zum Stellenwert der Angiopoietine in 
der mit neoplastischen Erkrankungen assoziierten Angiogenese jedoch im wesentlichen 
auf solide Tumoren. Welche Bedeutung das Tie-2/Angiopoietin-System für die 
Angiogenese der Akuten Myeloischen Leukämie (AML) hat, ist weitgehend unbekannt. 
 
 
1.1 Die Angiogenese – Definition und Mechanismen 
  
Für Entwicklung und Erhalt der Gewebe ist die Ausbildung eines funktionsfähigen 
Blutgefäßsystems von essentieller Bedeutung. Während der Embryogenese entstehen 
Blutgefäße de novo aus undifferenzierten mesodermalen Vorläuferzellen in einem 





während der frühen embryonalen Entwicklung ein erster primitiver Gefäßplexus. Der 
weitere Ausbau dieses primären Gefäßsystems erfolgt durch eine zweite Form der 
Gefäßneubildung, durch Angiogenese, die neue Blutgefäße aus bereits vorhandenen 
Gefäßen entstehen lässt (131). Im Laufe der Embryonalentwicklung expandiert der 
durch Vasculogenese angelegte Gefäßplexus so zu einem komplexeren vaskulären 
Netzwerk (17). 
Im erwachsenen Organismus ist die Neubildung von Blutgefäßen durch ein 
ausbalanciertes Zusammenspiel von pro- und antiangiogenen Einflüssen streng 
reguliert. Physiologischerweise wird eine gesteigerte Angiogenese-Aktivität nur in 
Plazenta und Brustdrüse der Schwangeren, während der zyklischen Veränderungen im 
Ovar und der Wundheilung beobachtet (48). Denn bis auf die genannten Ausnahmen 
befindet sich das Gefäßsystem des gesunden Erwachsenen in einem Ruhezustand (60). 
Vaskuläre Endothelzellen besitzen – abgesehen von den Zellen des zentralen 
Nervensystems – die geringste Teilungsrate im menschlichen Körper. Nur eine von 
10.000 Zellen (0,01%) befindet sich zu jedem Beobachtungszeitpunkt in der Phase der 
Zellteilung (67). Als Reaktion auf angiogene Stimuli kann das ruhende Endothel 
bestehender Gefäße jedoch zur Bildung neuer Kapillaren angeregt werden, die 
daraufhin in nicht vaskularisierte Gewebe einsprossen („sprouting“). 
Der Vorgang der Angiogenese besteht aus einer Serie von Einzelschritten, die in 
geordneter Reihenfolge ablaufen. Ausgangspunkt neuer Gefäße sind bereits bestehende 
Kapillaren oder postkapilläre Venolen (Abbildung 1A). Blutgefäße bestehen aus zwei 
verschiedenen Zelltypen: Endothelzellen und Gefäßwandzellen, den Perizyten und 
glatten Muskelzellen. Perizyten und glatte Muskelzellen liegen dem Endothelschlauch 
von seiner lumenabgewandten Seite aus an und garantieren durch enge Interaktionen 
mit dem Endothel die Stabilität ruhender Gefäße (53). Damit neue Kapillaren im 
Rahmen der Angiogenese aus bestehenden Gefäßen aussprossen können, muss diese 
Ummantelung mit Gefäßwandzellen zunächst aufgelöst werden (Abbildung 1B) (61). 
Nach Lockerung ihrer interzellulären Kontakte bewirken die durch angiogene Reize 
aktivierten Endothelzellen dann durch Sekretion von Kollagenasen und Matrix-
Metalloproteinasen einen lokalen Abbau von Basalmembran und extrazellulärer Matrix 
(Abbildung 1C) (102, 106). Dem angiogenen Stimulus folgend wandern sie in die 





Spross verlängert sich durch Proliferation der Endothelzellen in seinem mittleren 
Bereich, während die Zellen an der Spitze ihre Migration ohne sich zu teilen fortsetzen 
(Abbildung 1D) (17). Im weiteren Verlauf beginnen die Endothelzellen proximal der 
Proliferationszone bereits wieder feste Interaktionen untereinander einzugehen und das 
Lumen der neuen Kapillare zu formen. Basalmembran und interzelluläre Kontakte 
werden hier wiederhergestellt. Durch Rekrutierung von Perizyten bzw. glatten 
Muskelzellen an die lumenabgewandte Seite des Endothels wird das neugebildete Gefäß 
stabilisiert und das weitere Wachstum des Sprosses gehemmt (Abbildung 1E) (112). 
Schließlich entstehen nach Anastomosierung einzelner Sprosse neue kapilläre Schleifen, 
die nun selbst Ausgangspunkt weiterer Kapillarsprosse sein können. Findet die 
Ausbildung einer reifen Basalmembran und die Ummantelung mit perivaskulären 
Stützzellen nicht statt, geht das neu gebildete Gefäß zugrunde (Übersichtsartikel 17, 




Abbildung 1 | Mechanismen der Angiogenese.  A Neue Blutgefäße entstehen aus bereits 
existierenden Kapillaren oder postkapillären Venolen. B Perizyten (grün) beginnen sich vom Muttergefäß 
zu lösen. C Basalmembran (violett) und extrazelluläre Matrix werden degradiert, Endothelzellen (rot) 
beginnen ihre Migration. D Sie proliferieren und formen einen Endothelzellspross. E Hinter der  
Proliferationszone gehen die Endothelzellen wieder feste Interaktionen untereinander ein, das neue 
Lumen bildet sich. Das neue Gefäß wird stabilisiert, indem die Basalmembran wiederhergestellt wird und 
sich Perizyten dem Gefäß anlegen. Kapillaren anastomosieren und eröffnen nun neue Wege der 
Blutzirkulation (modifiziert nach 9). 
 
 






1.2 Regulation der Angiogenese 
 
Entwicklung, Wachstum, Umgestaltung und Stabilität von Blutgefäßen werden durch 
eine Vielzahl verschiedener parakriner Signale reguliert (61). Zytokine, Wachstums-
faktoren und andere Mediatoren, die Endothelzellen zur Proliferation und Migration 
stimulieren oder die Stabilität von Gefäßen regulieren, wurden als angiogene 
Mediatoren identifiziert (69). So werden pro- und antiangiogene Faktoren unter-
schieden. Diese können aus verschiedenen Quellen wie Entzündungszellen, Mastzellen, 
Bindegewebszellen, Endothelzellen und Tumorzellen stammen (35).  
 
1.2.1 Proangiogene Faktoren 
 
VEGF (vascular endothelial growth factor) wurde als erster endothelspezifischer 
Wachstumsfaktor charakterisiert und ist einer der wichtigsten Induktoren der 
physiologischen und pathologischen Angiogenese (175). Mit VEGF-B bis -E und PlGF 
bildet VEGF (VEGF-A) eine Familie struktur- und funktionsverwandter Wachstums-
faktoren, deren Spezifität für vaskuläre Endothelzellen sich aus der Verteilung ihrer 
Rezeptoren, der Tyrosinkinasen VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1) und  
VEGFR-3 (flt-4), ergibt (36, 162). Über VEGFR-2 stimuliert VEGF Endothelzellen zur 
Auflösung der extrazellulären Matrix, zur Proliferation und Migration und ist damit 
einer der wirksamsten angiogenen Wachstumsfaktoren (162). Schließlich kontrollieren 
die VEGF’s nicht nur vaskuläres Endothel: VEGF-C und -D stimulieren über VEGFR-3 
(flt-4) die Neubildung von Lymphgefäßen, die sog. Lymphangiogenese (76). 
Neben VEGF ist bFGF (basic fibroblast growth factor) ein weiterer wichtiger 
Regulator der Angiogenese (6). Als ein lösliches, heparin-bindendes Polypeptid mit 
verschiedenen Isoformen stimuliert es die Proliferation und Migration von 
Endothelzellen, wirkt aber auch auf andere Zelltypen wie Fibroblasten, Perizyten, glatte 
Muskelzellen und Epithelien (57, 154). Bei der Induktion der Angiogenese wirkt es 
synergistisch mit VEGF (5). 
Daneben existiert eine ständig wachsende Liste weiterer angiogener Mediatoren 
wie TGF-
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Als weitere bedeutende endothelspezifische Wachstumsfaktoren wurden Ende der 
neunziger Jahre die Angiopoietine identifiziert (24, 96). Sie werden in Kapitel 1.5 
gesondert besprochen. 
 
1.2.2 Antiangiogene Faktoren 
 
Umgekehrt kann die Angiogenese durch eine Reihe von endogenen Proteinen, die die 
vaskuläre Homöostase sicherstellen, inhibiert werden (47). Hier sind unter vielen 
anderen vor allem Angiostatin (109), Endostatin (110) und Thrombospondin-1 (169) zu 
nennen. Daneben besitzen Komponenten der extrazellulären Matrix (Kollagen IV), 
Hormone (Prolaktin, Somatostatin) und inflammatorische Mediatoren (Interferone) 
antiangiogene Eigenschaften (146). 
 
 
1.3 Angiogenese bei soliden Tumoren 
 
Während die physiologische Angiogenese streng reguliert und zeitlich begrenzt ist, ist 
die pathologische Angiogenese dysreguliert, überschießend und fortdauernd (49).  Eine 
über Monate oder Jahre anhaltende Angiogenese zerstört z.B. Knorpel bei der 
rheumatoiden Arthritis, trägt zum Wachstum arteriosklerotischer Plaques bei, führt zu 
intraperitonealen Blutungen bei Endometriose oder ist im Rahmen der diabetischen 
Retinopathie die häufigste Ursache für Erblindung (48, 49, 59). Besondere Bedeutung 
besitzt sie bei neoplastischen Erkrankungen, wo sie wesentliche Voraussetzung für ein 
fortschreitendes Tumorwachstum und die Tumormetastasierung ist (48). 
Alle Zellen des gesunden Organsismus sind auf die Versorgung mit Sauerstoff und 
Nährstoffen über das Gefäßsystem angewiesen. Jede Zelle ist deshalb nicht weiter als 
100 bis 200µm, der maximalen Diffusionskapazität des Sauerstoffs, von einer Kapillare 
entfernt (18). Während der physiologischen Entstehung der Organe werden diese 
Verhältnisse durch das koordinierte Wachstum von Gefäßen und Parenchym sicher-
gestellt (62). Um über eine kritische Größe hinaus zu wachsen, ist die Rekrutierung 





Zugang zum Gefäßsystem des Wirtes und die Etablierung einer Blutversorgung sind 
daher entscheidende Voraussetzungen für die Tumorprogression. 
 
1.3.1 Der „Angiogene Switch“ 
 
Das Wachstum praktisch aller solider Tumoren lässt sich in zwei Phasen, eine initiale 
prävaskuläre und eine sich anschließende vaskuläre Phase, unterteilen (47). Tumore 
entstehen zunächst als kleine Kolonie neoplastischer Zellen ohne angiogenes Potential. 
In der prävaskulären Phase kann ein Tumor nicht über ein Volumen von 2-3 mm3 
hinaus wachsen (47). Die Tumorperipherie wird durch einfache Diffusion aus dem 
umgebenden Gewebe ernährt, während die Zellen im Tumorzentrum zugrunde gehen 
(129). Proliferation und Apoptose halten sich die Waage. Ein weiteres Tumorwachstum 
wird durch die noch fehlende Neovaskularisation verhindert. Als okkulte Läsion kann 
der Tumor in diesem Stadium viele Jahre verharren und klinisch unentdeckt bleiben 
(60).  
Indem ein Tumor die Fähigkeit erlangt, bestehende Gefäße zur Angiogenese 
anzuregen, tritt er in die vaskuläre Phase ein. Sie ermöglicht ein exponentielles 
Tumorwachstum. In der Literatur wird dieser Übergang zum Angiogenese bildenden 
Phänotyp als „ Angiogener Switch“  bezeichnet (60). Die Stimulation zur Bildung neuer 
Blutgefäße erfolgt demnach in einer Art Schaltermechanismus durch Veränderung der 
relativen Balance zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren. In gesunden Geweben 
stehen proangiogenen Faktoren gleichzeitig höhere Level antiangiogener Faktoren 
gegenüber. Gefäße verharren so in ihrem Ruhezustand. Durch Aktivierung des 
Angiogenen Switch können Tumoren diesen Zustand durchbrechen und die Bildung 
neuer Blutgefäße stimulieren (60). Dieses geschieht vor allem durch Freisetzung von 
proangiogenen Faktoren aus den Tumorzellen selbst (80),  aber auch durch 
Mobilisierung dieser Faktoren aus der extrazellulären Matrix (164) oder durch die 
Reduzierung von antiangiogenen Mediatoren im Mikromilieu des Tumors (60). Ein 
relatives Übergewicht stimulatorischer Einflüsse vermittelt den Angiogenen Switch. 
Der Hauptstimulus zur Induktion der Neovaskularisation ist dabei die in schnell 





verschiedener angiogener Moleküle wird durch hypoxische Zustände im Mikromilieu 
des Tumors induziert (87, 141).  
So werden VEGF und die VEGF-Rezeptoren von der Mehrheit solider Tumoren 
überexprimiert (38, 141). Der VEGF/VEGFR-2-Signalweg gilt als potenter Induktor der 
tumorassoziierten Angiogenese. Die Blockade dieses Signalweges kann die 
Tumorangiogenese und das Tumorwachstum wirkungsvoll inhibieren (83, 103). 
Daneben stimulieren VEGF-C und -D über VEGFR-3 (flt-4) die Lymphangiogenese 
und die lymphogene Metastasierung solider Tumoren (76, 145). Auch bFGF wird von 
vielen verschiedenen Tumorarten exprimiert. Seine Expression steht häufig in direktem 
Zusammenhang mit Angiogenese, Invasivität und Prognose (28, 58).  
 
1.3.2 Die intratumorale Mikrogefäßdichte 
 
Als Messinstrument für den Grad der Tumorangiogenese hat sich die Bestimmung der 
sog. Mikrogefäßdichte (microvascular density, MVD) etabliert. Nach immunhisto-
chemischer Anfärbung der Gefäße mit endothelspezifischen Markern (z.B. CD31, 
CD34, vWF, Thrombomodulin) wird die Anzahl der Mikrogefäße in sog. „ hot spots“ , 
d.h. in den gefäßreichsten Arealen des Tumorbiopsates, lichtmikroskopisch bestimmt 
(167).  
Eine gesteigerte intratumorale Gefäßdichte kann den Tumor nicht nur effektiver mit 
Nährstoffen und Sauerstoff zu versorgen. Eine hohe Endothelzellmasse kann umgekehrt 
auch die Proliferation der Tumorzellen direkt steigern, da Endothelzellen 
Wachstumsfaktoren freisetzen, die parakrin das Wachstum von Tumorzellen stimulieren 
können (125). Darüber hinaus erhöht die intratumorale Neovaskularisation die 
Wahrscheinlichkeit, dass Tumorzellen in die systemische Zirkulation gelangen (90). 
Tumorgefäße besitzen durch Fenestrationen im Endothel, aufgeweitete interendotheliale 
Verbindungen und Unterbrechungen in der Basalmembran eine hohe Permeabilität (46). 
Unreife, permeable Tumorgefäße erleichtern den Tumorzellen den Zugang zum 
Blutstrom (32). Für viele maligne Tumoren ist die MVD daher ein Indikator ihres 
metastatischen Potentials: stark vaskularisierte neigen eher als schwach vaskularisierte 
Tumoren zur Metastasierung (180). WEIDNER et al. waren die ersten, die diesen 





Da 90% der Krebspatienten an den Folgen der Metastasierung sterben (143), ist die 
Tumorgefäßdichte oftmals auch ein starker – und häufig unabhängiger – prognostischer 
Marker. Dies gilt für eine Vielzahl solider Tumoren, u.a. für das Mammakarzinom 
(168), das maligne Melanom (144), das Bronchialkarzinom (50), gastrointestinale 
Karzinome (94) oder gynäkologische Tumoren (133). Ebenso korrelieren erhöhte Level 
proangiogener Moleküle bei Patienten mit soliden Neoplasien häufig mit einer 
schlechten Prognose (108, 157). 
 
 
1.4 Angiogenese bei hämatologischen Neoplasien 
 
Krebserkrankungen des hämatopoetischen Systems wurden lange Zeit automatisch als 
Ausnahme von der generellen Regel der Angiogenese als Grundvoraussetzung für 
expansives Tumorwachstum angesehen. Die Gründe hierfür erscheinen zunächst 
einleuchtend, denn Leukämien und andere hämatologische Neoplasien zeichnen sich 
durch eine diffuse Natur aus, entwickeln sich als „ flüssige“  Tumoren nicht in Form von 
kompakten Tumormassen und besitzen oft keine genau definierten Begrenzungen (165). 
Neuere Untersuchungen zeigen jedoch immer mehr die Bedeutung der Angiogenese bei 
malignen hämatologischen Tumoren wie den akuten und chronischen Leukämien, den 
Lymphomen, dem Multiplen Myelom und den Myelodysplastischen Syndromen (100).  
VACCA et al. entdeckten 1994 eine gegenüber gesunden Kontrollen erhöhte 
Mikrogefäßdichte (MVD) im Knochenmark von Patienten mit Multiplem Myelom 
(159). Das Ausmaß der Neovaskularisation korrelierte mit dem Aktivitätsstatus der 
Erkrankung. Patienten mit aktivem Multiplem Myelom wiesen eine signifikant höhere 
MVD im Knochenmark als Patienten mit der inaktiven Form auf. Weitere Studien 
haben gezeigt, dass der Grad der Neovaskularisation im Knochenmark von Myelom-
Patienten auch prognostische Relevanz hat: eine hohe Angiogenese-Aktivität im 
Knochenmark ist mit einer kürzeren krankheitsbezogenen Überlebenszeit verbunden 
(124, 139).  
PEREZ-ATAYDE et al. untersuchten 1997 die Vaskularisation im Knochenmark von 
Kindern mit neu diagnostizierter, unbehandelter Akuter Lymphatischer Leukämie 





das von Kindern mit verschiedenen anderen Erkrankungen, aber normalem 
Knochenmark auf. In den leukämischen Biopsaten zeigten sich komplex verzweigte 
Mikrogefäße, während im gesunden Knochenmark einfache, gerade verlaufende Gefäße 
ohne Verzweigungen vorherrschten (120).  
In Übereinstimmung zu diesen Ergebnissen konnten verschiedene Arbeitsgruppen 
demonstrieren, dass auch die Akute Myeloische Leukämie (AML) mit einer erhöhten 
Angiogenese-Aktivität im Knochenmark assoziiert ist (2, 26, 73, 113). So fanden 
PADRO et al. eine gegenüber knochenmarkgesunden Kontrollpatienten bis zu 3-fach 
gesteigerte MVD im Knochenmark von AML-Patienten (113). Die Bedeutung der 
Angiogenese für die Pathogenese der AML wurde durch die Beobachtung unterstrichen, 
dass Patienten, die am Tag 16 der Induktionstherapie ein blastenfreies Knochenmark 
hatten, eine Reduktion der MVD um 60% zeigten, während sich die MVD bei 
Patienten, deren Knochenmark am Tag 16 noch Restblasten (   5%) aufwies, nur wenig 
reduzierte. AML-Patienten in kompletter Remission nach Chemotherapie zeigten eine 
Normalisierung der Knochenmarkvaskularisation mit Mikrogefäßdichten im 
Normalbereich (26, 113). 
Daneben ist eine erhöhte Angiogenese-Aktivität auch bei Myelodysplastischen 
Syndromen (123), bei der Chronischen Myeloischen (93) und Chronischen 
Lymphatischen Leukämie (84) sowie Non-Hodgkin-Lymphomen (128) beschrieben 
worden. 
Die aus der physiologischen und pathologischen Angiogenese bekannten 
Mediatoren scheinen dabei auch die Neovaskularisation hämatologischer Neoplasien zu 
vermitteln. So sind VEGF und der Rezeptor VEGFR-2 sowie bFGF im Knochenmark 
von AML-Patienten überexprimiert (11, 114). Eine erhöhte Expression des zellulären 
VEGF hat sich als unabhängiger prognostischer Risikofaktor bei AML erwiesen (1). In 
ähnlicher Weise korrelieren die zirkulierenden Level von VEGF mit dem 
Gesamtüberleben (132) und dem ereignisfreien Überleben (10) bei Non-Hodgkin-
Lymphomen. Auch bei Patienten mit CML fanden sich erhöhte Plasmaspiegel von 
VEGF, bFGF, HGF und TNF-   (2). Somit scheint eine erhöhte Angiogenese-Aktivität, 
gemessen an der Mikrogefäßdichte oder der Expression einzelner angiogener Faktoren, 






1.5 Das Tie-2/Angiopoietin-System 
 
Mit den Tie-Rezeptoren wurde Anfang der neunziger Jahre eine weitere Familie 
endothelspezifischer Tyrosinkinaserezeptoren entdeckt. Bislang konnten zwei Vertreter, 
Tie-1 und Tie-2 (auch TEK), identifiziert werden. Mit der Ausnahme früher hämato-
poetischer Vorläuferzellen sind sie wie die VEGF-Rezeptoren fast ausschließlich auf 
vaskulären Endothelzellen exprimiert (29, 95, 118).  
Während die Liganden des Tie-1-Rezeptors bis heute unbekannt sind, konnten die 
Angiopoietine, Angiopoietin-1 bis Angiopoietin-4 (Ang-1 bis Ang-4), als Liganden des 
Tie-2-Rezeptors identifiziert werden (24, 96, 161). Sie bilden neben den VEGF’s eine 
zweite Familie endothelspezifischer Wachstumsfaktoren, deren hohe Spezifität für 
vaskuläres Endothel aus der restriktiven Verteilung des Tie-2-Rezeptors resultiert.  
Ang-1 und Ang-2 sind die beiden am besten charakterisierten Vertreter der 
Angiopoietin-Familie. Das in Mäusen identifizierte Ang-3 ist das orthologe Protein zum 
humanen Ang-4, das im Menschen in hohen Konzentrationen nur in der Lunge 
exprimiert wird (161). 
Ungewöhnlich ist, dass die einzelnen Angiopoietine entgegengesetzte Effekte am 
vaskulären Tie-2-Rezeptor haben. Während Ang-1 als Agonist den Tie-2-Rezeptor 
phosphoryliert und aktiviert, kann Ang-2 den Rezeptor nicht aktivieren. Im Gegenteil, 
es blockiert als natürlicher Antagonist die Ang-1-vermittelte Rezeptoraktivierung, 
indem es Ang-1 kompetitiv vom Tie-2-Rezeptor verdrängt (24, 96). Die Entdeckung 
eines negativen Regulators des Tie-2-Rezeptors legt die Notwendigkeit einer präzisen 
Regulation der Rezeptoraktivität nahe, denn natürliche Antagonisten sind für 
Tyrosinkinaserezeptoren untypisch (96).  
 
1.5.1 Struktur von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 
 
Das Tie-2-Gen wurde auf dem kurzen Arm des Chromosoms 9 lokalisiert (9p21) 
(30). Es kodiert für ein ca. 1100 Aminosäuren langes Protein (Abbildung 2). Dessen 
extrazelluläre, aminoterminale Region besteht aus einer kompletten und einer 
inkompletten Immunglobulin(Ig)-ähnlichen Domäne, die drei EGF-ähnliche Cystein-





unmittelbar über der Transmembranregion lokalisiert sind (29, 95, 118, 135). Die erste 
Ig-ähnliche Domäne und die drei EGF-ähnlichen Domänen ent-
halten die Bindungsstellen für die Angiopoietine (40). Der zyto-
plasmatische Anteil beinhaltet zwei Tyrosinkinasedomänen, die 
durch eine kurze Aminosäurensequenz („ kinase inserts“ ) getrennt 
werden (29, 95, 118, 135). Die Bindung von Ang-1 an Tie-2 führt 
zur Tyrosinphosphorylierung der zytoplasmatischen Tie-2-
Domäne (24). Kürzlich wurde eine lösliche Form des Tie-2-
Rezeptors im Serum gesunder Probanden identifiziert (126).           
Ang-1 wurde 1996 als erster Ligand des Tie-2-Rezeptors 
durch DAVIS et al. isoliert (24). Das Ang-1-Gen liegt auf dem 
Chromosom 8 (8q22) (19). Das Ang-1-Protein (Abbildung 3) hat 
eine Größe von 498 Aminosäuren und besteht aus einer N-terminalen alpha-helikalen 
„ Coiled Coil“ -Domäne und einer C-terminalen Fibrinogen-ähnlichen Domäne (24). Die 
Coiled Coil-Domäne ist verantwortlich für die Assoziation zu Oligomeren, während die 
Fibrinogen-ähnliche Domäne die für die Rezeptorbindung entscheidende Struktur ist 
(25). Ang-1 bildet vorwiegend Multimere höherer Ordnung, die durch die Coiled Coil-
Strukturen und durch Disulfidbrücken zusammengehalten werden (122). Mindestens 
Tetramere sind dabei erforderlich, um Tie-2 zu aktivieren (25). Im Gegensatz zu Ang-2 
besitzt Ang-1 zusätzlich eine sog. Linker-Peptid-Region, über die es nach der Sekretion 
an Komponenten der extrazellulären Matrix gebunden werden kann (174). Neben der 
Prototyp-mRNA mit 1,5 kb wurden drei Ang-1-Spleißvarianten mit 1,3 kb, 0,9 kb und 
0,7 kb in einer humanen megakaryozytären Zelllinie identifiziert (72). 
Ang-2 wurde durch sog. Homology-Screening isoliert und als kompetitiver 
Antagonist von Ang-1 identifiziert (96). Es besteht aus 496 Aminosäuren und ist zu 
60% identisch mit Ang-1 (Abbildung 3). Sein Genlocus wurde auf Chromosom 8p23 
lokalisiert (19). Wie Ang-1 besitzt auch Ang-2 eine N-terminale Coiled Coil- und eine 
C-terminale Fibrinogen-ähnliche Domäne (96). Die Organisation zu Multimeren erfolgt 
über die Coiled Coil-Region und die Bindung an Tie-2 über die Fibrinogen-ähnliche 
Domäne, die die Rezeptorbindungsstelle beinhaltet. Anders als Ang-1 liegt Ang-2 
überwiegend in Form von Homodimeren vor, kann jedoch auch Multimere höherer 











Protein von 443 Aminosäuren (Ang-2443), das an den Tie-2-Rezeptor bindet ohne ihn zu 
phosphorylieren und wie das Prototyp-Ang-2 ein funktioneller Antagonist von Ang-1 zu 













Abbildung 3 | Die Angiopoietine. Die Prozentangaben beschreiben jeweils den Grad der Ähnlichkeit zu 
Ang-1. (modifiziert nach 78). 
 
 
In vitro hat die Aktivierung von Tie-2 durch Ang-1 keinen Einfluss auf die Proliferation 
von Endothelzellen (96, 170). Damit unterscheiden sich die Angiopoietine grundlegend 
von den klassischen angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF oder bFGF, die als 
mitogene Faktoren die Proliferation von Endothelzellen stimulieren können. Es stellte 
sich die Frage nach den Funktionen der neu entdeckten Wachstumsfaktoren.  
 
1.5.2 Das Tie-2/Angiopoietin-System in der embryonalen und physiologischen 
Angiogenese 
 
Entscheidende Hinweise gaben loss-of-function- und gain-of-function-Experimente mit 
Mausembryonen. Tie-2-defiziente bzw. Ang-1-defiziente Mausembryonen sterben in 
utero an Tag 10.5 bzw. 12.5 der Embryonalentwicklung aufgrund von Herzversagen 
und generalisierten vaskulären Defekten. Sie zeigen schwere Defekte in der 
Herzentwicklung mit fehlender myokardialer Trabekelbildung und Ablösung des 
Ang-1 Coiled Coil 
Ang-1 Fibrinogen 














Endokards vom Myokard (31, 150). Als Folge unzureichender Entwicklung des 
primären kapillären Plexus erscheint das gesamte Gefäßsystem vereinfacht und nur 
wenig verzweigt. Komplexe, hierarchisch organisierte vaskuläre Netzwerke fehlen 
(136). Insgesamt ist die Zahl an Endothel- und perivaskulären Stützzellen reduziert. 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen der vorhandenen Gefäße haben 
demonstriert, dass ihre Endothelzellen nur eine geringe Assoziation mit der 
Basalmembran, der extrazellulären Matrix und Perizyten zeigen (136, 150). 
Diese Beobachtungen legen nahe, dass das Tie-2/Angiopoietin-System eine 
bedeutende Rolle in der Regulation der Interaktionen zwischen Endothel und der 
umgebenden Matrix und perivaskulären Stützzellen spielt. Indem es Perizyten und 
glatte Muskelzellen an die Gefäßwand rekrutiert und interzelluläre Kontakte festigt, 
scheint Ang-1 unverzichtbar für die Ausreifung und die Stabilität von Blutgefäßen zu 
sein (24, 115, 150). Unterstützt wird dies durch das Expressionsmuster von Ang-1 und 
Tie-2 im erwachsenen Organismus. Ang-1 wird vorwiegend durch Perizyten, 
Fibroblasten und glatte Muskelzellen exprimiert (24). Es ist wie sein Rezeptor ubiquitär 
in den Gefäßwänden des gesunden Erwachsenen zu finden und scheint hier durch eine 
kontinuierliche Aktivierung von endothelialem Tie-2 die Stabilität des ruhenden 
Gefäßsystems zu gewährleisten (171, 175). Dieser stabilisierenden Funktion 
entsprechend zeigen in vitro Experimente, dass Ang-1 durch Bindung an Tie-2 und 
Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Stoffwechselweges Endothelzellen 
effektiv vor Apoptose schützt (86, 116), bestehende Gefäße „ abdichtet“  und vor dem 
Austritt von Blutplasma bewahrt ohne deren Morphologie zu beeinflussen (155). 
Umgekehrt führt ein Verlust der Tie-2-Expression in vivo zur Apoptose von 
Endothelzellen und vaskulären Hämorrhagien (77). Durch welche Signalwege die 
vaskulären Endothelzellen auf Ang-1-Reize hin Perizyten rekrutieren, ist bislang nicht 
eindeutig geklärt. PDGF-B, das die Migration von Perizyten stimuliert, scheint eine 
Bedeutung zu besitzen (89). 
In Übereinstimmung mit der Vorstellung, dass Ang-2 ein natürlicher Antagonist 
von Ang-1 ist, sterben transgene Mäuse, die Ang-2 exzessiv überexprimieren, im 
Embryonalstadium zwischen Tag 9.5 und 10.5 an Defekten, die denen von Tie-2-/- und 
Ang-1-/- Mäusen sehr ähneln (96). Die Ähnlichkeit zwischen dem Ang-2 gain-of-





gegensätzlicher Ang-1- und Ang-2-Wirkungen an vaskulären Endothelzellen. So wirkt 
Ang-2 als potentes gefäßdestabilisierendes Signal, indem es Ang-1 vom Rezeptor 
verdrängt und damit Interaktionen zwischen Endothel- und perivaskulären Stützzellen 
lockert (96). Während Ang-1 im gesamten Gefäßsystem zu finden ist (171), ist die 
Expression von Ang-2 im Körper auf Bereiche aktiven Gefäßumbaus („ remodelling“ ) 
limitiert (96). Im gesunden Organsismus findet man Ang-2 daher typischerweise nur in 
Ovar, Uterus und Plazenta, also exakt in den Geweben mit physiologisch gesteigerter 
Angiogenese-Aktivität (96). An diesen Stellen wird Ang-2 vorwiegend durch Endothel-
zellen selbst exprimiert. Gespeichert in den Weibel-Palade-Körperchen kann es als Ant-
wort auf stimulatorische Reize rasch freigesetzt werden und seine Effekte durch 
autokrine Bindung an endotheliales Tie-2 vermitteln (41).  
Auf der Basis von Tiermodellstudien, Expressionsanalysen und in vitro 
Experimenten entstand damit das aktuelle Modell für die Regulation von 
Gefäßstabilität, -umgestaltung und -regression, wie es in Abbildung 4 dargestellt ist: 
Ang-1 mediiert die Reifung von einfachen Endothelzellschläuchen zu ausgefeilteren, 
aus verschiedenen Zelltypen bestehenden Gefäßen, indem es Perizyten und glatte 
Muskelzellen rekrutiert. Ang-1 festigt Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und 
gewährleistet im erwachsenen Organismus durch konstitutive Aktivierung von Tie-2 
den Erhalt der Gefäßstabilität (61). Eine fokale Expression von Ang-2 unterbricht den 
Ang-1/Tie-2-Signalweg, löst bestehende Bindungen zwischen Endothel- und 
perivaskulären Stützzellen und führt zur Auflockerung der Gefäßstruktur. An dieser 
Stelle entscheidet über das weitere Schicksal der exponierten Endothelzellen die 
Anwesenheit mitogener Wachstumsfaktoren wie VEGF. Eine gemeinsame Expression 
von Ang-2 und VEGF erlaubt Endothelzellen zu proliferieren und aus dem Gefäß 
auszusprossen und führt zu intensiver Angiogenese. Hohe Ang-2-Level ohne weitere 
Wachstums- und Überlebenssignale dagegen führen zur Apoptose von Endothelzellen 
und zur Gefäßregression (175). Die Ang-2-Effekte auf das Gefäßsystem sind somit 
kontextabhängig. Dieses wird durch Experimente mit in vivo Modellen weiter 
unterstrichen, in denen Ang-2 die Proliferation und Migration von Endothelzellen und 
das Aussprossen neuer Gefäße in Anwesenheit von VEGF stimuliert, während es zum 
Untergang von Endothelzellen und zur Gefäßregression führt, wenn die Aktivität des 
















Abbildung 4 | Regulation von Gefäßstabilität, Angiogenese und Gefäßregression durch die Angio-
poietine. Ang-1 festigt durch Bindung an Tie-2 Kontakte zwischen Endothelzellen und Perizyten und 
gewährleistet so die vaskuläre Homöostase. Ang-2 blockiert stabilisierende Ang-1-Effekte, löst bestehende 
Zell-Zell-Kontakte und bricht die Gefäßstruktur auf. Dies ist Voraussetzung für das Aussprossen neuer 
Gefäße (in Anwesenheit mitogener Wachstumsfaktoren wie VEGF) auf der einen und für die Regression 
von Gefäßen (in Abwesenheit proliferativer Signale) auf der anderen Seite (modifiziert nach 61).  
 
 
Mit dem Erhalt der vaskulären Homöostase (durch Ang-1) auf der einen und der 
Initiierung aktiver Umbauvorgänge (durch Ang-2) auf der anderen Seite kommt der  
Tie-2/Angiopoietin-Achse so eine doppelte Rolle zu. Ob der Tie-2-Rezeptor „ aus-“  oder 
„ angeschaltet“  wird, ergibt sich aus der Balance zwischen beiden Angiopoietinen.  
 
1.5.3 Das Tie-2/Angiopoietin-System in der Angiogenese solider Tumoren 
 
Die Expression der Angiopoietine wurde bereits in einer Vielzahl verschiedener solider 
Tumoren, beispielsweise in Glioblastomen, Hepatozellulären Karzinomen, nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Neuroblastomen und Kolonkarzinomen untersucht. 
Von einigen Ausnahmen abgesehen ist der Mehrzahl der Studien eine markante 
Überexpression von Ang-2 durch das Endothel des Tumorgefäßsystems und/oder durch 
die Tumorzellen selbst gemeinsam, während die Expression von Ang-1 oft unverändert 
bleibt oder reduziert ist (4, 65). So wird die Expression von Ang-2, nicht aber von   
Ang-1, durch Hypoxie induziert (97, 98, 111). In Analogie zur physiologischen 
Ang-1 Ang-2 + VEGF Ang-2 
Tie-2 Tie-2 Tie-2 VEGFR-1/2 
Interaktionen mit 
periendothelialen 
Zellen gewährleisten  




aktionen wird das 











Angiogenese wird angenommen, dass die zugunsten von Ang-2 verschobene 
Angiopoietin-Balance bestehende Gefäße in einen plastischeren, instabileren Zustand 
versetzt und damit die Voraussetzungen zur VEGF-induzierten Angiogenese schafft 
(68, 160). In der Tat führt eine Überexpression von Ang-2 in Tiermodellen zu 
gesteigerter Angiogenese und verstärktem Tumorwachstum (3, 153), während 
umgekehrt Ang-1 das Wachstum einer Brustkrebszelllinie in einem Xenograft-Modell 
verzögerte (65). Zudem ist die Expression von Ang-2 beim nicht-kleinzelligen 
Bronchialkarzinom (152), beim Hepatozellulären Karzinom (104) sowie bei Brust- 
(140) und Magenkrebs (37) mit einer schlechten Prognose assoziiert. 
 
1.5.4 Das Tie-2/Angiopoietin-System in der Angiogenese hämatologischer 
Neoplasien 
 
Als Schlüsselmoleküle der Angiogeneseregulation könnten die Angiopoietine auch eine 
bedeutende Rolle für die Neovaskularisation hämatologischer Neoplasien spielen. Ihr 
Stellenwert in der Pathophysiologie maligner hämatologischer Erkrankungen ist jedoch 
weitgehend unklar. Bisherige Untersuchungen ergaben zum Teil widersprüchliche 
Ergebnisse. So fand eine Arbeitsgruppe beim Multiplen Myelom eine vermehrte 
Expression von Ang-1 (54), während eine andere Ang-1 nicht nachweisen konnte, 
stattdessen die gleiche Erkrankung aber mit einer Überexpression von Ang-2 assoziiert 
sah (158). In Bezug auf die AML beschränken sich die Erkenntnisse bislang auf 
Berichte, die mRNA für Ang-1, Ang-2 oder Tie-2 in peripheren AML-Blasten oder 













1.6 Ziele dieser Arbeit 
 
Seit FOLKMAN’S Experimenten gilt die Angiogenese als essentielle Voraussetzung für 
das Wachstum solider Tumoren. In den letzten Jahren konnten verschiedene Studien 
zeigen, dass die Angiogenese auch bei hämatologischen Neoplasien wie der AML eine 
entscheidende Rolle spielt. Jedoch sind die proangiogenen Eigenschaften der AML und 
die Mechanismen der AML-induzierten Angiogenese im Knochenmark nicht 
vollständig aufgeklärt.  
In der embryonalen, physiologischen und der mit soliden Tumoren assoziierten 
Angiogenese nehmen die Angiopoietine unter einer Fülle verschiedener angiogener 
Mediatoren eine Schlüsselposition ein. Denn indem sie die Stabilität von Blutgefäßen 
regulieren, sind sie an entscheidender Stelle der angiogenen Kaskade wirksam. Welche 
Bedeutung das Tie-2/Angiopoietin-System für die Angiogenese hämatologischer 
Krebserkrankungen besitzt, ist jedoch nur unzureichend untersucht. Bislang existieren 
keine Daten zur Expression der Angiopoietine und ihres Rezeptors im Knochenmark 
von AML-Patienten. 
Wir untersuchten daher das Expressionsmuster des Tie-2-Rezeptors und seiner 
Liganden Ang-1 und Ang-2 im Knochenmark von Patienten mit Erstdiagnose einer 
AML und gesunden Kontrollpatienten durch APAAP-Immunhistochemie. Dabei sollten 
folgende Fragen beantwortet werden: 
 
- Gibt es charakteristische Unterschiede in der Expression von Tie-2, Ang-1 und 
Ang-2 zwischen dem leukämisch infiltrierten und dem gesunden Knochenmark? 
- Unterscheiden sich die verschiedenen AML-Subtypen (nach FAB-
Klassifikation) in der Expression des Tie-2/Angiopoietin-Systems? 
- Korreliert die Expression von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 mit der Angiogenese-
Aktivität im Knochenmark?  
- Gibt es Zusammenhänge zwischen der Expression der untersuchten Proteine und 
der Expression anderer angiogener Mediatoren bei der AML? 




2 MATERIAL UND METHODEN 
 
 
2.1 Patienten und Kontrollen 
 
In dieser Studie wurde die Expression des Tyrosinkinaserezeptors Tie-2 in 
Knochenmarkbiopsaten 91 erwachsener Patienten mit neu diagnostizierter, un-
behandelter AML untersucht. Bei 64 zufällig ausgewählten Patienten aus dieser Gruppe 
wurde außerdem die Expression der Tie-2-Liganden Ang-1 und Ang-2 bestimmt. 
Knochenmarkbiopsate von 17 (Tie-2) bzw. 16 (Angiopoietine) erwachsenen Patienten 
mit verschiedenen Erkrankungen,  aber histologisch unauffälliger Knochenmark-
morphologie, dienten als Kontrollen. Das Knochenmark wurde jeweils durch Punktion 
des hinteren Beckenkammes gewonnen. Gründe für die Biopsatentnahmen bei Kontroll-
patienten waren im wesentlichen Tumorstaging oder die Abklärung einer Zytopenie.  
Das mediane Alter der AML-Patienten betrug 64 Jahre (Tie-2 und Angiopoietine), 
das der Kontrollpatienten 61 Jahre (Tie-2) bzw. 60 Jahre (Angiopoietine). Die weiteren 




Tabelle 1 | Charakteristika der AML-Patienten. 
AML-Patienten Tie-2 Ang-1/Ang-2 
   Anzahl (n)    91    64 
   Alter (Jahre)1    64 [20 - 84]    64 [20 - 84] 
   Geschlecht (m/w)    52/39    38/26 
   Anteil der Blasten 
   im Knochenmark1            
   75% [20% - 99%]    77,5% [20% - 95%] 
1
 Median [Min. - Max.] 
 




Tabelle 2 | Charakteristika der Kontrollpatienten. 
Kontroll-Patienten Tie-2 Ang-1/Ang-2 
   Anzahl (n)    17    16 
   Alter (Jahre)1    61 [17 - 77]    60 [17 - 77] 
   Geschlecht (m/w)    11/6    10/6 
   Erkrankungen 
   (Anzahl) 
   1 Hodgkin-Lymphom,  
   5 Non-Hodgkin-Lymphome, 
   1 Nierenkarzinom, 
   10 Nicht-maligne Erkr. 
   1 Hodgkin-Lymphom,  
   4 Non-Hodgkin-Lymphome, 
   1 Nierenkarzinom, 
   10 Nicht-maligne Erkr. 
1
 Median [Min. - Max.] 
 
Diagnose und Klassifikation der AML erfolgten nach den Kriterien der French-
American-British (FAB) Cooperative Group (8) durch zytologische Routine-
untersuchungen nach Knochenmarkaspiration. Tabelle 3 zeigt die Verteilung der 
Patienten nach AML-Subtypen gemäß FAB-Klassifikation.  
 
Tabelle 3 | Verteilung nach AML-Subtypen. 
 Tie-2 Ang-1/Ang-2 
AML-Subtyp1 Anzahl (n) Anteil (%) Anzahl (n) Anteil (%) 
   M0 Undifferenziert 
   M1 Myeloid ohne Ausreifung 
   M2 Myeloid mit Ausreifung 
   M3 Promyelozyten-Leukämie 
   M4 Myelomonozytär 
   M5 Monozytär 
   M6 Erythroleukämie 
   M7 Megakaryozytär 
   Andere2 
   1 
   8 
   29 
   3 
   18 
   21 
   7 
   1 
   3 
   1 
   9 
   32 
   3 
   20 
   23 
   8 
   1      
   3 
   1 
   6 
   21 
   2 
   11 
   16 
   5 
   1 
   1      
   2      
   9 
   32 
   3 
   17 
   25 
   8 
   2 
   2 
1
 nach der FAB (French-American-British-Group)-Klassifikation der AML 
2
 In der Kategorie „ Andere“  sind ein bzw. drei Patient(en) zusammengefasst, die sich nicht eindeutig einem Subtyp 
M0 - M7 zuordnen ließen. 






Die Knochenmarkbiopsate wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert, in EDTA 
decalcifiziert und in Paraffin eingebettet. Von jeder Probe wurden später mit einem 
Standard-Mikrotom (Jung, Wien, Österreich) Serienschnitte von 4µm Dicke angefertigt. 
Auf jedem Objektträger befanden sich mindestens drei bis vier Gewebeschnitte. Die auf 
die Objektträger aufgebrachten Gewebeproben wurden bei 55°C im Wärmeschrank für 






Ziel der Untersuchung war, die Expression des Tyrosinkinaserezeptors Tie-2 und dessen 
Liganden Ang-1 und Ang-2 im Knochenmark von Patienten mit AML im Vergleich mit 
Kontrollen zu evaluieren. Die Darstellung erfolgte immunhistochemisch mit Hilfe der 
APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase/Anti-Alkalische Phosphatase) nach 




Um das Gewebe vor den eigentlichen Immunreaktionen von Paraffin zu befreien, 
wurden die Objektträger dreimal für jeweils 5 Minuten in Xylol (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) gewaschen. Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte in einer 
absteigenden Ethanolreihe (100%, 95%, 70%, 50% Ethanol, Merck) für je 2 Minuten 
rehydriert. Anschließend wurden die Gewebeschnitte für 10 Minuten in TBS-Puffer  











Zur Demaskierung der Antigenepitope nach Paraffineinbettung folgte eine Hitze-
behandlung der Knochenmarkschnitte in der Mikrowelle (Mikromat, AEG, 
Deutschland). Dazu wurden die Objektträger in einer Plastikküvette mit 100 ml 
Citratpuffer (ChemMateTM Antigen-Retrieval-Puffer, 10 mmol/l, pH 6,0, DAKO A/S, 
Glostrup, Dänemark) für 2 x 7 Minuten im Mikrowellengerät bei 450 Watt erhitzt, 
nachdem der Citratpuffer zuvor für 5 Minuten in der Mikrowelle vorgewärmt wurde. 
Die während der ersten Hitzebehandlung verdunstete Menge an Pufferlösung wurde vor 
der zweiten Behandlung durch destilliertes Wasser ersetzt. Dadurch sollte verhindert 
werden, dass die Gewebeschnitte während der Erwärmung austrockneten. Nach der 
Mikrowellenbehandlung kühlten die Schnitte im Citratpuffer für 20 Minuten bei Raum-
temperatur ab. Für jeweils 10 Minuten wurde anschließend zunächst in destilliertem 




Um die Anlagerung des primären Antikörpers an im Knochenmarkschnitt vorhandenes 
Kollagen und Bindegewebe zu verhindern, wurden die Gewebeschnitte mit 
Proteinblockierungslösung (Protein Block, DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA) 
vorbehandelt und 30 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert. 
Nach Abgießen der Blockierungslösung wurden 50µl des jeweiligen primären 
Antikörpers auf die Knochenmarkschnitte pipettiert. Als primäre Antikörper wurden 
anti-Tie-2, anti-Ang-1 und anti-Ang-2 verwendet. Wie vom Hersteller beschrieben, sind 
die Ang-1- und Ang-2-Antikörper spezifisch und zeigen keine Kreuzreaktivität 
untereinander oder mit anderen Vertretern der Angiopoietin-Familie. Auch der          
Tie-2-Antikörper reagiert nach Herstellerangaben nur mit Tie-2 und nicht mit Tie-1 
oder anderen Tyrosinkinaserezeptoren. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C in 
der feuchten Kammer. Ergänzende Angaben zu den Antikörpern sind aus Tabelle 4 zu 
entnehmen. Die Arbeitskonzentrationen wurden für jeden Antikörper in Vorversuchen 
optimiert. 
 




Tabelle 4 | Primäre Antikörper. Die Verdünnungen wurden zuvor in Vorversuchen optimiert. 
Antikörper Ursprung Firma Lot# Verdünnung 
   Tie-2    Kaninchen 
   (polyklonal) 
   Santa Cruz Biotechno- 
   logy, Santa Cruz, CA, 
   USA   
   J261    1 : 200 
   Ang-1    Kaninchen 
   (polyklonal) 
   Alpha Diagnostic, 
   San Antonio, TX,  
   USA     
   3144A    1 : 100 
   Ang-2    Kaninchen 
   (polyklonal) 
   Alpha Diagnostic, 
   San Antonio, TX,  
   USA    
   250001A    1 : 500 
 
 
Am folgenden Tag wurden die Präparate zunächst dreimal für jeweils 5 Minuten in TBS 
gewaschen, um überschüssige, nicht gebundene Antikörper zu entfernen.  
Nach Zugabe von 50µl des zweiten Antikörpers („ Brückenantikörper“ , M0737, 
Kaninchen anti-Maus IgG, DAKO A/S) in einer Verdünnung von 1 : 100 (in TBS und 
20% Humanserum) wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene 
Antikörper wurden nach Inkubation erneut durch Waschen mit TBS-Puffer (3 x 3 
Minuten) entfernt. Es folgte eine ebenfalls 30 minütige Inkubation mit einem dritten 
Antikörper (Z0259, Maus anti-Kaninchen IgG, DAKO A/S) in einer Konzentration von 
1 : 25. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde wiederum gewaschen (3 x 3 Minuten) 
und schließlich mit dem APAAP-Komplex (Maus, monoklonal, 1 : 50 in TBS, DAKO 
A/S) für weitere 30 Minuten inkubiert. Die verwendeten sekundären Antikörper sind in 












Tabelle 5 | Sekundäre Antikörper.  
Antikörper Ursprung Firma Lot# Verdünnung 
   M0737 
   anti-Maus IgG 
   Kaninchen    DAKO A/S,  
   Glostrup, Dänemark 
   011    1 : 100 
   Z0259 
   anti-Kaninchen IgG 
   Maus    DAKO A/S,  
   Glostrup, Dänemark 
   067    1 : 25 
   D0651    
   APAAP-Komplex 
   Maus 
    
   DAKO A/S,  
   Glostrup, Dänemark 





Zur Darstellung der Immunreaktion wurde das Chromogen Fast Red (DAKO A/S) 
benutzt, das als Substrat des APAAP-Enzymkomplexes die Lokalisation der 
antikörpermarkierten Proteine im Gewebe anzeigt. Der Substratlösung wurde Levamisol 
(Sigma Chemie, Deisenhofen, Deutschland) in einer Endkonzentration von 1% 
zugesetzt, um die Aktivität der endogenen Alkalischen Phosphatase irreversibel zu 
hemmen. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten wurde die Farbreaktion durch 
Spülen mit destilliertem Wasser (2 x 2 Minuten) gestoppt.  
In einem letzten Schritt wurden die Präparate mit Mayer’s Hämalaunlösung 
(Merck) gegengefärbt, 10 Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut und nach 
dem Trocknen zur Beurteilung unter dem Mikroskop mit Deckgläsern versehen (GVA 
Eindeckmedium, Zymed, San Francisco, CA, USA). 
 
2.3.5 Positive und negative Kontrollen 
 
Auf jedem Objektträger diente eine Gewebeprobe, die bei sonst identischer 
Färbeprozedur anstelle des primären Antikörper nur mit TBS-Puffer versehen wurde, 
als Negativkontrolle. Damit sollte sichergestellt werden, dass keine unspezifische 
Färbung beobachtet wird. Als positive interne Kontrolle diente eine Knochenmark-








2.4 Quantifizierung der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 
 
Die Quantifizierung der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 wurde von zwei 
unabhängigen Untersuchern lichtmikroskopisch (Axioskop 2 plus, Zeiss, Jena, 
Deutschland) durchgeführt. Zum Zeitpunkt der Beurteilung hatten beide Untersucher 
keine Kenntnis von klinischen oder biologischen Daten des jeweiligen Patienten oder 
von bereits bestimmten Expressionswerten der jeweils anderen Vertreter des             
Tie-2/Angiopoietin-Systems. Die Expression wurde semiquantitativ erfasst, indem 
Anteil und Intensität der gefärbten Zellen bewertet wurden. 
Dazu wurde zunächst der gesamte Knochenmarkschnitt in einer Übersichts-
vergrößerung (100x und 250x) beurteilt, indem mit Hilfe einer 3-Punkte-Skala der 
Anteil positiver Zellen an der Gesamtzellzahl geschätzt wurde: 
 
   1 = <10% positive Zellen 
2 = 10% - 50% positive Zellen 
3 = >50% positive Zellen 
 
Zur Evaluation der Intensität der positiv gefärbten Zellen wurden drei für den ganzen 
Schnitt repräsentative Areale ausgewählt und bei höherer Vergrößerung (400x;         
0,26 mm2 pro Areal) beurteilt. Diese drei Areale zusammen repräsentierten 15% bis 
40% des zellulären Anteils des gesamten Knochenmarkschnittes. Für jedes dieser drei 
Gebiete wurde der Grad der Intensität nach folgendem Schema klassifiziert:  
 
1 = schwach gefärbt oder negativ  
2 = <50% Zellen mit mittelstarker Färbung 
3 = >50% Zellen mit mittelstarker Färbung 
4 = <50% Zellen mit intensiver Färbung 
5 = >50% Zellen mit intensiver Färbung 




Um eine angemessene Bewertung der Proteinexpression des ganzen Knochenmark-
abschnittes zu erreichen, wurde die Höhe der Proteinexpression im Gewebe als das 
Produkt aus dem Mittelwert der Intensitäten aller drei Areale und dem Wert, der zuvor 
für den Anteil positiver Zellen in der Übersichtsvergrößerung vergeben wurde, definiert. 
Schließlich wurde der Mittelwert aus den Ergebnissen beider Untersucher errechnet. 
Die Ergebnisse wurden in AU (arbitrary units) ausgedrückt.  
Aus zwei bis drei zu unterschiedlichen Zeitpunkten angefertigten immunhisto-
chemischen Färbungen desselben Biopsats wurde der Mittelwert der Expression 
berechnet, so dass am Ende jedem Patienten jeweils ein Wert für die Höhe der 






Unterschiede in der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 zwischen der AML- und 
der Kontrollgruppe, zwischen den Geschlechtern und unterschiedlichen Altersgruppen 
wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-Testes für unverbundene Stichproben analysiert. 
Mit der einfaktoriellen Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis wurden Expressions-
unterschiede in Abhängigkeit von den einzelnen AML-Subtypen auf statistische 
Signifikanz geprüft. Korrelationen zwischen der Expression von Tie-2,  Ang-1 und 
Ang-2 und Variablen wie Alter, Blasteninfiltration, Mikrogefäßdichte und der 
Expression weiterer angiogener Mediatoren und ihrer Rezeptoren (bFGF, VEGF, 
VEGFR-1 und -2, VEGF-C, flt-4) wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach 
Spearman-Rho errechnet. Die Daten zur Mikrogefäßdichte und zur Expression der 
zusätzlichen angiogenen Faktoren waren aus früheren Untersuchungen unserer 
Arbeitsgruppe bekannt.  
Zweiseitige p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen. Alle 
statistischen Analysen wurden mit dem Softwaresystem SPSS 11.0 für Windows (SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA) durchgeführt. Die grafische Darstellung erfolgte mit dem 








Gegenstand der vorliegenden Studie war die immunhistochemische Untersuchung der 
Expression des Tyrosinkinaserezeptors Tie-2 und seiner Liganden Ang-1 und Ang-2 im 
Knochenmark von Patienten mit neu diagnostizierter, unbehandelter AML. Die 
Ergebnisse wurden mit der Höhe der Expression im Knochenmark von 
Kontrollpatienten mit verschiedenen Erkrankungen aber histologisch unauffälligem 
Knochenmark verglichen und auf Assoziationen mit klinischen und biologischen 
Merkmalen wie Alter, Geschlecht, AML-Subtyp, Blasteninfiltration, Mikrogefäßdichte 
und der Expression weiterer angiogener Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF, VEFGR-1, 
VEGFR-2, VEGF-C und flt-4) geprüft. Auch bei Kontrollpatienten mit malignen 
Erkrankungen wie Non-Hodgkin-Lymphomen oder soliden Tumoren war das 




3.1 Expression des Tyrosinkinaserezeptors Tie-2 
 
Die Expression von Tie-2 wurde in Knochenmarkbiopsaten von 91 AML-Patienten und 
17 Kontrollpatienten untersucht. Tie-2 konnte – in unterschiedlicher Ausprägung – in 
allen Knochenmarkbiopsaten der AML- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden.  
Tie-2-positive leukämische Blasten fanden sich in weiten Teilen der zellulären 
Abschnitte des Knochenmarks der AML-Patienten (Abbildung 5A). Häufig wurden 
große Teile der zellulären Areale des leukämischen Knochenmarks homogen mit den 
Tie-2-Antikörpern markiert. Die Signale stammten dabei vorwiegend aus dem 
Zytoplasma und von der Zellmembran der Blasten. Eine schwache Expression von   
Tie-2 fand sich zudem im Knochenmarkstroma.  
Im Gegensatz zum leukämischen Knochenmark zeigte sich in den Knochenmark-
biopsaten der Kontrollpatienten eine heterogen verteilte und insgesamt schwache 





Tie-2 auf einige schwach bis mittelstark gefärbte Zellen, die sich vereinzelt unter vielen 
gänzlich Tie-2-negativen Knochenmarkzellen fanden. In der folgenden Abbildung sind 
zwei repräsentative Ausschnitte aus dem Knochenmark eines AML- (A) und eines 
Kontrollpatienten (B) gegenübergestellt. 
 
 
Abbildung 5 | Expression von Tie-2 im Knochenmark von AML- (A) und Kontrollpatienten (B).       
A Die Abbildung zeigt eine starke Expression von Tie-2 auf nahezu allen Zellen im leukämischen 
Knochenmark (angezeigt durch die rote Färbung). B Die Tie-2-Expression im Knochenmark von 
Kontrollpatienten hingegen ist insgesamt schwach, nur vereinzelte Zellen weisen eine stärkere Färbung 
auf. Erythrozyten (hier gelb/braun) erscheinen in beiden Kollektiven Tie-2-negativ (Vergrößerung 400x). 
 
 
Die Höhe der Tie-2-Expression wurde für jeden Patienten aus dem AML- und dem 
Kontrollkollektiv mit der oben beschriebenen Methode semiquantitativ erfasst und in 
arbitrary units (AU) ausgedrückt.  
Die Werte der Expression von Tie-2 im Knochenmark von AML-Patienten reichten 
von 1,5 bis 10,8 AU mit einem Median [Quartilsabstand] von 3,7 [2,6 - 4,9] AU. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Knochenmarkbiopsate der Kontrollpatienten mit einem 
medianen Wert von 1,8 [1,6 - 2,3] AU eine signifikant geringere Tie-2-Expression       
(p < 0,0001, Mann-Whitney-Test). Alle Expressionswerte des Kontrollkollektivs lagen 
ausnahmslos unter dem medianen Wert der Proteinexpression des AML-Kollektivs. 





























Abbildung 6 | Expression von Tie-2 im Knochenmark von AML- und Kontrollpatienten. 
Knochenmarkbiopsate von 91 Patienten mit neu diagnostizierter AML und von 17 Kontrollpatienten 
wurden auf die Expression von Tie-2 untersucht. Dargestellt sind die individuellen Werte der Protein-
expression angegeben in AU (Kreise) und die Mediane (horizontale Linien). Der Unterschied in der 




Sowohl im leukämischen als auch im gesunden Knochenmark stellten sich zusätzlich zu 
den leukämischen Blasten bzw. den Zellen der gesunden 
Hämatopoese auch kapillarartige Strukturen und Arteriolen 
Tie-2-positiv dar. Abbildung 7 zeigt beispielhaft einen 
Anschnitt einer sich verzweigenden Tie-2-positiven 
Arteriole im Knochenmarkbiopsat eines AML-Patienten. 
Ferner konnte in beiden Kollektiven  eine   Expression  von   Abbildung 7 | Arteriole. 
Tie-2 auf Megakaryozyten beobachtet werden. Aufgrund ihrer Größe und ihrer 
charakteristischen Morphologie konnten diese jedoch leicht von leukämischen Blasten 
unterschieden werden und wurden bei der Bewertung der Proteinexpression nicht 
berücksichtigt. Erythrozyten erschienen in beiden Gruppen stets Tie-2-negativ 






3.2 Expression der Tie-2-Liganden Angiopoietin-1 und -2 
 
Die Expression der beiden Tie-2-Liganden Ang-1 und Ang-2 wurde in Knochenmark-
biopsaten von 64 AML- und 16 Kontrollpatienten untersucht. Beide Angiopoietine 
konnten im Knochenmark der AML- und der Kontrollpatienten nachgewiesen werden. 
Dabei unterschieden sich Ang-1 und Ang-2 jedoch deutlich in der Intensität ihrer 
Expression in beiden Kollektiven.  
Sowohl in der AML- als auch in der Kontrollgruppe stellten sich Megakaryozyten 
Ang-1- und Ang-2-positiv dar, während Erythrozyten wiederum nicht mit den 




Die Expression von Ang-1 innerhalb der zellulären Anteile des leukämischen 
Knochenmarks war heterogen verteilt und unterschied sich in Verteilungsmuster und 
Intensität nicht wesentlich von der Ang-1-Expression in den Knochenmarkbiopsaten des 
Kontrollkollektivs (Abbildung 8A und 8B). In beiden Gruppen variierte die zelluläre 
Expression von sehr schwach bis mittelstark mit einigen eingestreuten Zellen starker 
Expression. Die Immunreaktivität war dabei vor allem mit dem Zytoplasma der Blasten 
bzw. der Zellen der normalen Hämatopoese assoziiert. Charakteristisch für Ang-1 war 
neben der zellulären Färbung eine in einigen Fällen ausgeprägte Immunreaktivität der 
extrazellulären Matrix, die sich bei der Hälfte der AML-Patienten und bei fast allen 
Kontrollpatienten nachweisen ließ. Insgesamt zeigte die zellassoziierte Ang-1-
Expression in beiden Kollektiven ein ähnliches Muster.  
Bei Vergleich der individuellen Werte der Ang-1-Expression im Knochenmark 
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen, obgleich die 
Expressionswerte der AML-Population im Mittel tendenziell etwas niedriger als die der 
Kontrollpopulation waren (AML-Gruppe: 2,5 [1,9 - 3,3] AU; Kontrollgruppe: 3,6 [2,1 - 








Abbildung 8 | Expression von Ang-1 im Knochenmark von AML- (A) und Kontrollpatienten (B).         
Die Expression von Ang-1 zeigt im AML- (A) und Kontrollkollektiv (B) ein ähnliches Muster, wobei neben 
der zellulären Expression häufig auch eine Anfärbung der Zellzwischenräume zu erkennen ist. 


























Abbildung 9 | Expression von Ang-1 im Knochenmark von AML- und Kontrollpatienten. Die 
Expression von Ang-1 wurde für 64 Patienten des AML-Kollektivs und 16 Kontrollpatienten ermittelt.   
AML-Patienten zeigen eine tendenziell niedrigere Expression von Ang-1 (2,5 [1,9 - 3,3] AU) als Kontroll-










Intensiv gefärbte Ang-2-positive Blasten ließen sich in einem der Tie-2-Expression 
ähnlichen Muster gleichmäßig verteilt über weite Teile der zellulären Abschnitte des 
leukämischen Knochenmarks nachweisen (Abbildung 10A). Die Färbung war dabei 
sowohl mit den Zellkernen als auch mit dem Zytoplasma der Zellen assoziiert.             
44 AML-Patienten (69%) wiesen Expressionswerte von   4 AU auf und lagen damit im 
Bereich einer starken Ang-2-Expression.  
Hingegen war die Ang-2-Expression in den Biopsaten der Kontrollpatienten 
insgesamt schwach und beschränkte sich jeweils auf sehr wenige, verstreut liegende 
Zellen, während sich der Großteil der Knochenmarkzellen Ang-2-negativ darstellte 
(Abbildung 10B). So ergaben sich bei allen 16 Kontrollpatienten Expressionswerte von  
≤ 2 AU.  
 
 
Abbildung 10 | Expression von Ang-2 im Knochenmark von AML- (A) und Kontrollpatienten (B).     
A Die Ang-2-positiven Blasten im leukämischen Knochenmark zeigen ein mit der Tie-2-Expression 
vergleichbares homogenes Verteilungsmuster. Nahezu alle Knochenmarkzellen erscheinen gefärbt. Die 
intensive spezifische Färbung ist sowohl mit dem Zellkern als auch mit dem Zytoplasma der Blasten 
assoziiert. In Bildmitte ist eine Ang-2-positive kapillarartige Struktur angeschnitten. B Im Knochenmark der 
Kontrollpatienten stellen sich dagegen nur sehr wenige Zellen Ang-2-positiv dar (Vergrößerung 400x). 
 
 
Im Mann-Whitney-Test wiesen die Knochenmarkbiopsate der AML-Patienten mit 
einem Median von 4,7 [3,3 - 5,9] AU eine wesentlich höhere Expression von Ang-2 als 






Abbildung 11). Mit nur einer Ausnahme (1,3 AU) lagen alle Ang-2-Expressionswerte 


























Abbildung 11 | Expression von Ang-2 im Knochenmark von AML- und Kontrollpatienten. 
Aufgetragen sind die individuellen Expressionswerte für Ang-2 von 64 AML- und 16 Kontrollpatienten. Die 
Ang-2-Expression ist im leukämisch infiltrierten Knochenmark (4,7 [3,3 - 5,7] AU) signifikant höher als im 
gesunden Knochenmark der Kontrollpatienten (1,5 [1,5 - 1,8] AU, p < 0,0001, Mann-Whitney-Test). 
 
 
Wiederum wurden neben den leukämischen Blasten gefäßähnliche Strukturen mit dem 
Antikörper markiert (Abbildung 
10A Bildmitte, Abbildung 12). In 
kapillären Strukturen stellten sich 
die Endothelzellen, in Arteriolen  
häufig sowohl die  Endothelzellen 
Abbildung 12 | Ang-2-positive Arteriole.                            als auch  die glatten Muskelzellen 
der Gefäßwand Ang-2-positiv dar. Gelegentlich beobachtete kapilläre Strukturen und 
Arteriolen im Knochenmark der Kontrollpatienten wiesen entweder keine oder eine nur 





3.2.3 Ang-2/Ang-1 Ratio 
 
Ang-1 bewirkt als Agonist die Phosphorylierung des Tie-2-Rezeptors, Ang-2 hemmt als 
Antagonist die Ang-1-vermittelte Rezeptoraktivierung.  Die Balance zwischen beiden 
Angiopoietinen bestimmt den Phosphorylierungsgrad und damit den Aktivitätsstatus 
von Tie-2. Daher wurde sowohl für das leukämische als auch für das gesunde 
Knochenmark der Quotient aus Ang-2- und Ang-1-Expression errechnet und als      
Ang-2/Ang-1 Ratio ausgedrückt.  
Die Ang-2/Ang-1 Ratio im Knochenmark der AML-Patienten war mit einem 
Median von 1,73 [1,25 - 2,37] signifikant höher als die im Knochenmark der 
Kontrollpatienten mit einem medianen Wert von 0,51 [0,37 - 0,65] (p < 0,0001, Mann-





















Abbildung 13 | Ang-2/Ang-1 Ratio im Knochenmark von AML- und Kontrollpatienten. Das 
leukämische Knochenmark zeigt eine signifikant höhere Ang-2/Ang-1 Ratio (1,73 [1,25 - 2,37]) als das 









3.3 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Alter bei Erstdiagnose 
 
Das Alter der Patienten bei Erstdiagnose der AML betrug sowohl in der Tie-2- als auch 
in der Angiopoietin-Gruppe im Median 64 Jahre.  
Weder für Tie-2 noch für Ang-1 konnte ein Zusammenhang zwischen ihrer 
Expression im Knochenmark von AML-Patienten und dem Alter der Patienten bei 
Erstdiagnose nachgewiesen werden. Jedoch wiesen AML-Patienten, die bei 
Erstdiagnose jünger als 64 Jahre alt waren, eine im Mittel signifikant höhere Expression 
von Ang-2 als Patienten in der Altersgruppe über 64 Jahren auf (< 64 Jahre: 5,1 [4,3 - 
6,7] AU;   64 Jahre: 4,3 [2,6 - 5,5]; p = 0,008, Mann-Whitney-Test, Tabelle 6).  
 
 
Tabelle 6 | Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 bei  AML-Patienten in Abhängigkeit vom Alter 
bei Erstdiagnose. AML-Patienten unter 64 Jahren haben im Mittel eine höhere Expression von Ang-2 als 
Patienten über 64 Jahre (Mann-Whitney-Test). 
Alter  Tie-2 Expression1 Ang-1 Expression1 Ang-2 Expression1 
   < 64     3,8 [2,9 - 4,9]    2,5 [1,9 - 3,7]    5,1 [4,3 - 6,7] 
     64     3,3 [2,8 - 4,8]    2,6 [2,0 - 3,1]    4,3 [2,6 - 5,5] 
 
   p = 0,28    p = 0,92    p = 0,008 
1
 Median [Quartilsabstand] in AU 
 
 
Ferner korrelierte die Ang-2-Expression negativ mit dem Alter, während für die 
Expression der beiden anderen untersuchten Proteine keine Korrelation mit dem Alter 
gefunden wurde (Ang-2: r = -0,257, p = 0,04; Tie-2: r = -0,080, p = 0,450; Ang-1:          










Abbildung 14 | Korrelation der Ang-2-Expression mit dem Alter in der AML-Population. Mit 




Im Kontrollkollektiv wurde kein Zusammenhang zwischen der Expression von Tie-2 
bzw. der Angiopoietine und dem Alter der Patienten zum Zeitpunkt der 








































3.4 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Geschlecht 
 
Es bestand kein Unterschied in der Expression von Tie-2 zwischen Männern und Frauen 
aus der AML-Gruppe (p = 0,952, Mann-Whitney-Test). Auch die beiden untersuchten 
Angiopoietine zeigten jeweils keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen 
AML-Patienten und AML-Patientinnen (Ang-1: p = 0,115; Ang-2: p = 0,956, Mann-
Whitney-Test, Tabelle 7).  
 
Tabelle 7 | Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 bei AML-Patienten in Abhängigkeit vom 
Geschlecht. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 








   m     3,4 [3,0 - 4,7]    2,4 [1,8 - 3,2]    4,7 [3,6 - 5,8] 
   w     3,9 [2,5 - 5,0]    2,7 [2,4 - 3,5]    4,9 [3,3 - 5,9] 
 
   p = 0,952    p = 0,115    p = 0,956 
1
 Median [Quartilsabstand] in AU  
 
 
Auch im Kontrollkollektiv ergaben sich in der Expression von Tie-2 und Ang-2 keine 
Unterschiede zwischen den Geschlechtern (Tie-2: p = 0,959; Ang-2: p = 0,770, Mann-
Whitney-Test). Jedoch zeigten weibliche Probanden eine tendenziell geringe Expression 
von Ang-1 als männliche, wobei dieser Unterschied nicht ganz das Signifikanzniveau 
erreichte (Ang-1: p = 0,083, Mann-Whitney-Test, Tabelle 8). 
 
Tabelle 8 | Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 bei  Kontrollpatienten in Abhängigkeit vom 
Geschlecht. Auch im Kontrollkollektiv gibt es keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der 
Expression von Tie-2 und Ang-2. Es zeigt sich jedoch eine Tendenz zu einer niedrigeren Expression von 








   m    1,8 [1,6 - 2,2]    4,5 [2,6 - 5,3]    1,5 [1,5 - 1,7] 
   w    1,8 [1,6 - 2,2]    2,7 [1,7 - 3,7]    1,5 [1,4 - 1,9] 
 
   p = 0,959    p = 0,083    p = 0,770 
1





3.5 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und AML-Subtypen 
 
Die einzelnen AML-Subtypen (nach FAB-Klassifikation) unterschieden sich nicht 
signifikant in der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 (Tie-2: p = 0,925; Ang-1:     
p = 0,188; Ang-2: p = 0,231; Ang-2/Ang-1 Ratio: p = 0,133, Kruskal-Wallis-Test, 
Tabelle 9 und Abbildung 15). Die Subtypen M0 und M7 wurden aufgrund der geringen 
Fallzahl nicht gesondert betrachtet, sondern zusammen mit Patienten, die nicht 




Tabelle 9 | Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 in Abhängigkeit von den AML-Subtypen. Im 
Kruskal-Wallis-Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen. 
AML-Subtyp Tie-2 Expression1 Ang-1 Expression1 Ang-2 Expression1 
   M1    3,1 [2,7 - 3,7]      1,8 [1,7 - 2,5]    4,0 [3,0 - 5,7] 
   M2    3,3 [3,0 - 4,9]    2,5 [2,3 - 3,1]    4,5 [4,2 - 5,6] 
   M3    4,0 [3,0 - 4,4]    6,8 [5,4 - 8,1]    6,4 [5,7 - 7,1] 
   M4    4,1 [2,4 - 5,2]    2,7 [2,2 - 3,7]    4,9 [3,2 - 6,7] 
   M5    3,5 [2,5 - 4,8]    2,2 [1,9 - 3,0]    5,4 [3,9 - 5,8] 
   M6    4,4 [3,3 - 4,8]    4,1 [2,0 - 4,1]    2,8 [2,6 - 3,4] 
   Andere2    4,0 [3,9 - 4,2]    2,3 [2,1 - 3,2]    6,7 [5,5 - 7,1] 
    p = 0,925    p = 0,188    p = 0,231 
1
 Median [Quartilsabstand] in AU 
2
 In der Kategorie „ Andere“  sind Patienten, die nicht eindeutig einem Subtyp zugeordnet werden konnten, und 













































































Abbildung 15 | Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 nach AML-Subtypen. Die Abbildung zeigt die 
Verteilung der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 in Abhängigkeit von den AML-Subtypen (die FAB-
Subtypen M0 und M7 finden sich aufgrund der geringen Fallzahl in der Kategorie „Andere“). Es ergaben 
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen (Tie-2: p = 0,925; Ang-1:         





3.6 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Blasteninfiltration 
 
Das Knochenmark der AML-Patienten war stark von leukämischen Blasten infiltriert. 
Der Blastenanteil – festgestellt durch zytologische Routineuntersuchungen nach 
Knochenmarkaspiration – betrug im Median [Quartilsabstand] 75% [50% - 85%] bzw. 
78% [50% - 86%] (Tie-2- bzw. Angiopoietin-Gruppe).  
Weder die Expression von Tie-2 noch die der beiden Angiopoietine korrelierte 
jedoch mit dem Grad der Knochenmarkinfiltration (Tie-2: r = -0,119, p = 0,262; Ang-1: 
r = -0,098, p = 0,443; Ang-2: r = 0,131, p = 0,303; Ang-2/Ang-1 Ratio: r = 0,217,          
p = 0,085, nach Spearman-Rho). 
 
 
3.7 Tie-2, Ang-1, Ang-2 und Mikrogefäßdichte 
 
In früheren Untersuchungen ist die Mikrogefäßdichte (MVD) im Knochenmark von 
AML- und Kontrollpatienten mit Hilfe von Antikörpern gegen die endothelspezifischen 
Marker von Willebrand Faktor und Thrombomodulin immunhistochemisch ermittelt 
worden. Die MVD beschreibt die lichtmikroskopisch bestimmte Anzahl der 
Mikrogefäße im Gesichtsfeld bei 500facher Vergrößerung, und liefert damit die 
durchschnittliche Anzahl an Mikrogefäßen in einem Areal von 0,126mm2. In der 
damaligen Untersuchung wurden Gewebeschnitte verwendet, die von denselben, in der 
vorliegenden Studie untersuchten Knochenmarkbiopsaten stammten. Daher waren von 
86 Patienten der Tie-2-Gruppe, von 61 Patienten der Angiopoietin-Gruppe und von den 
17 Kontrollpatienten aus dieser Studie die individuellen Werte der MVD im 
Knochenmark bekannt und konnten auf Korrelationen mit der Expression von Tie-2, 
Ang-1 und Ang-2 geprüft werden.  
Die mediane MVD der 86 AML-Patienten aus der Tie-2-Gruppe betrug 24,5 [21,3 - 
28,7] Mikrogefäße/500x Feld, die der 17 Kontrollpatienten 13,8 [12,7 - 15,2] 
Mikrogefäße/500x Feld. In der Angiopoietin-Gruppe war die MVD der AML-Patienten 
im Median 25,0 [21,5 - 28,9] Mikrogefäße/500x Feld, die der 16 Kontrollpatienten      







































Während zwischen der Expression von Ang-1 und der MVD kein Zusammenhang 
gefunden wurde (r = -0,095, p = 0,413, nach Spearman-Rho), korrelierten sowohl die 
Ang-2-Expression als auch die Ang-2/Ang-1 Ratio positiv mit der MVD im 
Knochenmark des Gesamtkollektivs (Ang-2: r = 0,521, p < 0,0001; Ang-2/Ang-1 Ratio: 
r = 0,514, p < 0,0001 für 61 AML- und 16 Kontrollpatienten, nach Spearman-Rho). 
Auch die Expressionswerte für Tie-2 zeigten eine positive Korrelation mit der MVD    
(r = 0,306, p = 0,002 für 86 AML- und 17 Kontrollpatienten, nach Spearman-Rho). 
Abbildung 16 zeigt die entsprechenden Korrelationskurven. 
 
Abbildung 16 | Korrelation der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 mit der Mikrogefäßdichte 
im Knochenmark von AML- und Kontrollpatienten. Für jedes Knochenmarkbiopsat sind die 
Expressionswerte von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 und die Ang-2/Ang-1 Ratio gegen die MVD aufgetragen.  
Die MVD korreliert signifikant mit der Höhe der Expression von Tie-2 (r = 0,306, p = 0,002) und Ang-2       
(r = 0,521, p < 0,0001) sowie mit der Ang-2/Ang-1 Ratio im Gesamtkollektiv (r = 0,514, p < 0,0001). Kein 
Zusammenhang besteht zwischen der Ang-1-Expression und der MVD (r = -0,95, p =0,413). 






































Bei jeweils separater Betrachtung des AML- bzw. des Kontrollkollektivs war dieser 
Zusammenhang zwischen den Expressionswerten von Ang-2 und Tie-2 und der MVD 
nicht mehr nachweisbar (AML-Kollektiv: Tie-2: r = -0,028, p = 0,797; Ang-1:                
r = 0,059, p = 0,649; Ang-2: r = 0,011, p = 0,398; Ang-2/Ang-1 Ratio: r = 0,082,           
p = 0,528; Kontrollkollektiv: Tie-2: r = -0,439, p = 0,078; Ang-1: r = 0,085, p = 0,753; 
Ang-2: r = 0,003, p = 0,991; Ang-2/Ang-1 Ratio: r = -0,162, p = 0,549, Spearman-Rho). 
 
 
3.8 Korrelationen von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 
 
Die Expression eines der drei untersuchten Proteine korrelierte jeweils mit der 
Expression der beiden anderen im AML-Knochenmark (Tabelle 10, Abbildung 17). 
 
Tabelle 10 | Gegenseitige Korrelationen der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 im 
leukämischen Knochenmark. Alle Vertreter des Tie-2/Angiopoietin-Systems zeigen gegenseitige 
Korrelationen (Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho). 
 
Tie-2 Ang-1 Ang-2 
Tie-2        r = 0,333, p = 0,007    r = 0,483, p < 0,0001 
Ang-1    r = 0,333, p = 0,007        r = 0,345, p = 0,005 
Ang-2    r = 0,483, p < 0,0001    r = 0,345, p = 0,005     
 
 
Ähnliche Verhältnisse waren für das Knochenmark der Kontrollpatienten nachweisbar. 
Auch hier zeigten alle untersuchten Proteine gegenseitige Korrelationen (Tabelle 11). 
 
Tabelle 11 | Gegenseitige Korrelationen der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 im gesunden 
Knochenmark. Auch im gesunden Knochenmark der Kontrollpatienten korrelieren Tie-2, Ang-1 und Ang-2 
untereinander (Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho). 
 Tie-2 Ang-1 Ang-2 
Tie-2        r = 0,604, p = 0,013    r = 0,529, p = 0,035 
Ang-1    r = 0,604, p = 0,013        r = 0,604, p = 0,013 







































































Abbildung 17 | Gegenseitige Korrelationen der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 im 
Knochenmark von AML-Patienten. Jeder untersuchte Faktor korreliert jeweils mit den beiden anderen im 





3.9 Tie-2, Ang-1 und Ang-2 und weitere angiogene Mediatoren 
 
Die Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 wurde mit der Expression weiterer 
angiogener Faktoren im Knochenmark der AML-Patienten verglichen. Es lagen Daten 
zur Expression von bFGF, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGF-C und flt-4 bei AML 
vor. Diese stammten aus früheren Studien unserer Arbeitsgruppe und sind mit der oben 
beschriebenen Methode aus den gleichen, auch in der vorliegenden Studie verwandten 
Knochenmarkbiopsaten ermittelt worden.  
 
3.9.1 VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 
 
Allein die Expression von Tie-2 korrelierte mit der VEGFR-1-Expression im AML-
Knochenmark (n = 30, r = 0,453, p = 0,012, nach Spearman-Rho, Abbildung 18).       
Für alle anderen Kombinationen ergaben sich keine gegenseitigen Korrelationen                 
(p = 0,298 - 0,973, nach Spearman-Rho). 
 
 
























Abbildung 18 | Korrelation der Expression von Tie-2 mit der Expression von VEGFR-1 im 
Knochenmark von AML-Patienten.  Die Tie-2-Expression korreliert positiv mit der VEGFR-1-Expression 










Sowohl die Tie-2-Expression als auch die der beiden Angiopoietine korrelierte positiv 
mit der bFGF-Expression im leukämischen Knochenmark (Tie-2: n = 78, r = 0,393,             
p < 0,0001; Ang-1: n = 54, r = 0,319, p = 0,019; Ang-2: n = 54, r = 0,334, p = 0,014, 
nach Spearman-Rho, Abbildung 19).  
 
3.9.3 VEGF-C und flt-4 
 
Tie-2, Ang-1 und Ang-2 korrelierten positiv mit der Expression von VEGF-C (Tie-2:    
n = 41, r = 0,507, p = 0,001; Ang-2: n = 28, r = 0,449, p = 0,017) und flt-4 (Tie-2:         
n = 40, r = 0,523, p = 0,001; Ang-1: n = 28, r = 0,503, p = 0,006; Ang-2: n = 28,             
r = 0,434, p = 0,021, nach Spearman-Rho) im Knochenmark der AML-Patienten, wobei 
die Korrelation zwischen der Expression von Ang-1 und VEGF-C an der Grenze zur 
statistischen Signifikanz lag (n = 28, r = 0,354, p = 0,065, nach Spearman-Rho, 
Abbildung 20). 
 
Die entsprechenden Korrelationskurven sind auf den folgenden beiden Seiten 
zusammengestellt. Bei fehlender signifikanter Korrelation wurde auf die Darstellung 













































































Abbildung 19 | Korrelation der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 mit der bFGF-Expression 
im neoplastischen Knochenmark.  Sowohl Tie-2 als auch die Angiopoietine korrelieren positiv mit der 
Expression von bFGF im leukämischen Knochenmark (Tie-2: n = 78, r = 0,393, p < 0,0001; Ang-1: n = 54, 





Abbildung 20 | Korrelation der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 mit der VEGF-C- und der 
flt-4-Expression im neoplastischen Knochenmark.  Sowohl Tie-2 als auch Ang-2 korrelieren positiv 
mit der Expression von VEGF-C und dem Rezeptor flt-4 im leukämischen Knochenmark. Während Ang-1 
mit der flt-4-Expression signifikant korreliert, liegt die Korrelation zwischen Ang-1 und VEGF-C mit einem 
p-Wert von 0,065 an der Grenze zur Signifikanz (Korrelationskoeffizienten und p-Werte siehe Text).








































































































































Solide Tumoren rekrutieren durch Produktion von angiogenen Faktoren neue 
Blutgefäße aus benachbarten Geweben. Sie stellen damit eine adäquate Versorgung mit 
Sauerstoff und Nährstoffen für die weitere Tumorexpansion sicher (48). In den letzten 
Jahren konnten verschiedene Studien zeigen, dass eine gesteigerte Angiogenese-
Aktivität auch ein Charakteristikum hämatologischer, „ flüssiger“  Neoplasien wie der 
AML ist (2, 100, 113). Bis jetzt existieren für diese Art der malignen Erkrankungen 
jedoch nur begrenzte Erkenntnisse über die Mechanismen, die ihre „ Tumor“ -
Angiogenese vermitteln. Vieles deutet darauf hin, dass aus der Angiogenese solider 
Tumoren bekannte Mediatoren wie VEGF und bFGF und deren Rezeptoren auch bei 
hämatologischen Krebserkrankungen eine entscheidende Rolle spielen (11, 27, 91, 100, 
101, 114).  
Neben VEGF und bFGF sind die Angiopoietine weitere Schlüsselfaktoren der 
Angiogenese. Ang-2 ist an Stellen mit erhöhter Angiogenese-Aktivität zu finden und in 
koordinierter Wirkung mit VEGF und anderen mitogenen Wachstumsfaktoren 
entscheidend an der Induktion der Neovaskularisation beteiligt (175). Im Gegensatz zu 
soliden Tumoren ist die Bedeutung des Tie-2/Angiopoietin-Systems in der Patho-
physiologie hämatologischer Neoplasien jedoch weitgehend unklar. Wir untersuchten 
daher die Expression von Ang-1, Ang-2 und des Angiopoietin-Rezeptors Tie-2 im 
Knochenmark von Patienten mit Erstdiagnose einer AML im Vergleich zu knochen-
markgesunden Kontrollpersonen. 
Die vorliegende Arbeit demonstriert erstmals die Expression des Tie-2-Rezeptors 
und seiner beiden Liganden Ang-1 und Ang-2 im Knochenmark eines großen Kollektivs 
von Patienten mit neudiagnostizierter, unbehandelter AML. Mittels Immunhistochemie 
gelang der Nachweis beider Angiopoietine und ihres Rezeptors sowohl im neo-
plastischen als auch im gesunden Knochenmark. Dabei war die Expression von Ang-2 
und Tie-2 im Knochenmark von AML-Patienten signifikant im Vergleich zu Kontroll-
patienten gesteigert, während sich die Expression von Ang-1 in beiden Kollektiven 





Tie-2/Angiopoietin-Systems in der Pathophysiologie der AML. So lässt das 
Expressionsmuster vermuten, dass die Angiopoietine und ihr Rezeptor im neo-
plastischen und gesunden Knochenmark sowohl in parakrine als auch in autokrine 
Regulationsmechanismen eingebunden sind. 
 
 
4.1 Ang-2 ist im Gegensatz zu Ang-1 im Knochenmark von AML-
Patienten überexprimiert 
 
In der Tat war die Differenz zwischen der Expression von Ang-2 im leukämischen und 
im normalen Knochenmark statistisch hoch signifikant (p < 0,0001). Die Ang-2-
Expression war bei AML-Patienten im Durchschnitt dreimal höher als bei 
knochenmarkgesunden Kontrollpatienten. Intensiv Ang-2-positive Blasten ließen sich 
homogen verteilt über weite Areale des leukämischen Knochenmarks nachweisen, 
während sich die Ang-2-Expression im normalen Knochenmark jeweils auf sehr wenige 
verstreut liegende Zellen beschränkte.  
Während in der Literatur von einer Expression des Ang-2-Proteins im 
Knochenmark von AML-Patienten, also am Ort der erhöhten Angiogenese-Aktivität, 
noch nicht berichtet wurde, konnten bislang zwei Studien eine Expression von         
Ang-2-mRNA in AML-Zelllinien bzw. peripheren Blasten dokumentieren (26, 166). So 
fanden DE BONT et al. Ang-2-mRNA in Blasten, die aus dem peripheren Blut isoliert 
wurden, bei 9 von insgesamt 19 AML-Patienten, nicht aber in normalen Knochen-
markzellen (26). WATARAI et al. konnten Ang-2-mRNA bei 12 von 36 AML-Patienten 
sowie in der AML-Zelllinie KG-1a nachweisen (166). Damit kann unser Nachweis von 
Ang-2 auf Proteinebene die auf dem mRNA-Nachweis basierenden Ergebnisse 
bisheriger Studien bestätigen.  
Während DE BONT et al. und WATARAI et al. Ang-2-mRNA jedoch nur bei der 
Hälfte bzw. nur bei einem Drittel der untersuchten Fälle sahen, konnten wir das       
Ang-2-Protein in nahezu allen untersuchten AML-Knochenmarkbiopsaten nachweisen. 
Diese Diskrepanz könnte sich durch die Herkunft des untersuchten Materials aus 
verschiedenen Kompartimenten (peripheres Blut gegenüber Knochenmark) oder durch 





aus peripherem Blut isolierte Blasten untersucht, sind die Ergebnisse nur eingeschränkt 
mit Studien vergleichbar, die beispielsweise Knochenmarkblasten verwenden (14). 
Denn während das Knochenmark von AML-Patienten per definitionem mindestens 20% 
Blasten enthält, weist nur ein Teil der Patienten gleichzeitig auch hohe Blastenzahlen im 
peripheren Blut auf. Ein hoher Blastenanteil im peripheren Blut scheint ein negativer 
prognostischer Faktor zu sein (81). Es ist jedoch unklar, ob für diesen Einfluss auf die 
Prognose einfache quantitative Unterschiede oder qualitative Unterschiede ver-
antwortlich sind (14). Tatsächlich können Blasten aus Knochenmark und peripherem 
Blut desselben AML-Patienten Unterschiede im Phänotyp zeigen (127). Ferner könnten 
in unserer Studie neben den leukämischen Blasten auch Stromazellen des Knochen-
marks zur Ang-2-Expression beigetragen haben. SATO et al. konnten Ang-2 bereits in 
Zellen des Knochenmarkstromas nachweisen (134). Schließlich lässt sich die mRNA-
Expression wegen der komplexen Regulationsmechanismen auf Transskriptions- und 
Translationsebene nicht direkt mit der Höhe der Proteinexpression vergleichen. 
Möglicherweise hemmt Ang-2 in einem negativen Feedback-Mechanismus die eigene 
Genexpression. So konnte eine Arbeitsgruppe am Beispiel von Endothelzellen 
demonstrieren, dass exogen zugeführtes Ang-2 die Expression von  Ang-2-mRNA um 
bis zu 80 Prozent senken konnte (97). Anders als die PCR erfasst die Immun-
histochemie die aktuell in einer Zelle vorhandene Menge an Ang-2-Protein.  Da Ang-2 
ein Protein ist, das (zumindest in Endothelzellen) intrazellulär gespeichert wird (41), 
könnten nur auf PCR-Daten basierende Studien die Rolle von Ang-2 unterbewerten und 
die Diskrepanz in der Häufigkeit der Ang-2-Expression zwischen der vorliegenden 
Arbeit und den oben genannten Berichten erklären.  
Verglichen mit dem neoplastischen Knochenmark war die Expression von Ang-2 
im gesunden Knochenmark äußerst gering. Nur sehr wenige Zellen wurden mit dem 
Ang-2-Antikörper markiert, während sich der weitaus größte Teil der Zellen            
Ang-2-negativ darstellte. Dies korreliert gut mit Beobachtungen von POMYJE et al., die 
Nabelschnurblut und normales adultes Knochenmark untersuchten und Ang-2-mRNA 
jeweils nur in einer bestimmten Subpopulation hämatopoetischer Zellen, in 
CD34+/CD133+ Zellen fanden (121). Zu dieser Gruppe Ang-2-exprimierender hämato-
poetischer Zellen scheinen auch Makrophagen zu gehören, da in ihnen sowohl das 





und andere Beobachtungen untermauern damit die generelle Erkenntnis, dass die 
Expression des gefäßdestabilisierenden Faktors Ang-2 im gesunden erwachsenen 
Organismus insgesamt gering und nach der Embryogenese im erwachsenen Organismus 
auf die wenigen Gewebe mit physiologisch gesteigerter Angiogenese-Aktivität 
beschränkt ist.  
Die Expression von Ang-2 im AML-Knochenmark war hauptsächlich mit dem 
Zytoplasma und dem Zellkern leukämischer Blasten assoziiert und anders als Ang-1 
nicht im extrazellulären Raum nachweisbar. Eine Sekretion von Ang-2 aus 
leukämischen Blasten ist dennoch wahrscheinlich, da das Ang-2-Protein wie andere 
Wachstumsfaktoren die zur Ausschleusung aus der Zelle nötige Signalsequenz 
hydrophober Aminosäuren besitzt (96). Dafür spricht auch, dass Ang-2 aus dem 
Kulturüberstand verschiedener Tumorzelllinien (174) und dem Plasma von Tumor-
patienten isoliert werden kann (16). Im Gegensatz zu Ang-1 wird Ang-2 nach seiner 
Freisetzung jedoch nicht an Bestandteile der extrazellulären Matrix gebunden, da ihm 
die für die Matrixbindung nötige Linker-Peptid-Sequenz fehlt. 
Das mediane Alter der AML-Patienten lag bei 64 Jahren und entspricht damit dem 
in der Literatur für die Erstdiagnose einer AML angegebenen Wert (137). Patienten, die 
bei Diagnosestellung älter als der Median waren, zeigten eine signifikant geringere 
Expression von Ang-2 als jüngere Patienten. Es ist bekannt, dass Unterschiede in der 
Biologie akuter Leukämien bei jungen und alten Patienten bestehen. Beispielsweise sind 
akute Leukämien älterer Patienten mit einer höheren Inzidenz zuvor bestehender 
Myelodysplastischer Syndrome, einer gesteigerten Expression des Multi-Drug-
Resistance-1-Gens (MDR-1) und häufiger mit komplexen chromosomalen Aberrationen 
assoziiert (52). Sie exprimieren häufiger den Oberflächenmarker CD34 und stammen 
von früheren pluripotenten Progenitorzellen ab (39). In der vorliegenden Studie konnte 
eine altersabhängige Expression eines angioregulatorischen Mediators gezeigt werden. 
Die Ursache und die Bedeutung der mit zunehmendem Alter abnehmenden              
Ang-2-Expression bei gleichzeitig stabiler Expression von Ang-1 und Tie-2 bleiben 
jedoch unklar. Würde man annehmen, dass Knochenmarkstromazellen einen nicht 
unerheblichen Anteil an der Ang-2-Expression leisten, könnte die Alterung der 
Stromazellen, die sich anders als die Zellen der Hämatopoese nicht selbst erneuern, eine 





anteil von über 75%, einer insgesamt sehr schwachen Ang-2-Expression und einer 
fehlenden altersabhängigen Reduktion bei knochenmarkgesunden Kontrollpersonen 
erscheint ein signifikanter Einfluss des Stromas auf die Gesamt-Ang-2-Expression 
jedoch eher unwahrscheinlich.  
Die Höhe der Expression von Ang-2 korrelierte nicht mit der Knochenmark-
infiltration bei Erstdiagnose. Dieses zunächst überraschende Ergebnis könnte durch die 
geringe Variation des Prozentsatzes der Blasteninfiltration (Median [Quartilsabstand] 
78 [50 - 86] %) oder individuelle Unterschiede in der Proteinexpression einzelner 
Blasten erklärt werden. Denn die Werte für die Proteinexpression setzten sich nicht nur 
aus dem Prozentsatz positiver Zellen sondern auch aus der Intensität der Expression 
zusammen. So macht die fehlende Korrelation zwischen beiden Parametern deutlich, 
dass die beobachtete Überexpression von Ang-2 bei AML nicht allein auf die Hyper-
zellularität im leukämischen Knochenmark zurückzuführen sein kann. Auch die 
Expression der angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF im Knochenmark 
korrelierte in anderen Studien nicht mit der Blasteninfiltration bei Erstdiagnose einer 
AML (11, 114). 
Die FAB-Klassifikation der AML basiert auf zytologischen und morphologischen 
Untersuchungen, wobei jeder Subtyp einer bestimmten hämatopoetischen Linie 
(granulozytär, monozytär, megakaryozytär usw.) zugeordnet ist (8). In der vorliegenden 
Studie ergab sich kein Zusammenhang zwischen der Differenzierung der AML-Blasten 
und der Höhe der Expression von Ang-2. Reife (M2, M4, M5) und unreife Leukämien 
(M0, M1) exprimierten Ang-2 gleichermaßen. Damit ist die Produktion von Ang-2 
offenbar ein gemeinsames, von der Art der Differenzierung unabhängiges 
Charakteristikum von AML-Blasten. Dennoch kann eine besondere linienabhängige 
Assoziation mit der undifferenzierten Leukämie (M0) oder einer promyelozytären (M3) 
oder megakaryozytären (M7) Differenzierung aufgrund der geringen Fallzahlen in den 
entsprechenden Subgruppen nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.  
 
Im Gegensatz zu Ang-2 unterschied sich die zelluläre Expression von Ang-1 im 
leukämisch infiltrierten Knochenmark weder in ihrem Verteilungsmuster noch in ihrer 
Intensität von der im gesunden Knochenmark der Kontrollgruppe. Sowohl im normalen 





Ang-1, die von sehr schwach bis mittelstark mit einzelnen eingestreuten Zellen starker 
Expression variierte. Daneben waren viele Zellen gänzlich Ang-1-negativ. 
In der Literatur wurde eine Expression von Ang-1 sowohl für Zellen der gesunden 
als auch der neoplastischen Hämatopoese - jeweils auf RNA-Ebene - beschrieben. 
POMYJE et al. wiesen Ang-1-mRNA in normalen CD34+/CD133+ hämatopoetischen 
Vorläuferzellen nach (121). Wir und eine andere Arbeitsgruppe (72) konnten Ang-1 in 
Megakaryozyten identifizieren.  
KUKK et al. fanden Ang-1-mRNA in erythroblastischen und megakaryoblastischen 
AML-Zelllinien (85). WATARAI et al. konnten Ang-1-mRNA in den AML-Zelllinien 
KG-1 und KG-1a und im peripheren Blut von AML-Patienten demonstrieren, 
verglichen ihre Ergebnisse aber nicht mit einem gesunden Kontrollkollektiv. Im Gegen-
satz zu unseren Ergebnissen fanden MÜLLER et al. durch semiquantitative RT-PCR in 
peripheren Blasten von AML-Patienten erhöhte Level von Ang-1-mRNA im Vergleich 
zu mononukleären Zellen gesunder Probanden (107). Zusätzlich zu den bereits oben 
diskutierten Unterschieden in den Untersuchungsmaterialien und -methoden, könnte 
auch die Verarbeitung der Patientenproben zu der Diskrepanz zwischen beiden Studien 
beigetragen haben. So separierten die Autoren alle Proben durch Dichte-
gradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaque. Jedoch ist bekannt, dass native AML-
Blasten durch solche ex vivo Manipulationen aktiviert werden können und in ihnen die 
Genexpression löslicher Mediatoren und membrangebundener Moleküle induziert 
werden kann (14). In vitro Daten würden dann die in vivo Verhältnisse überbewerten. 
Darüber hinaus sind die Ergebnisse der zitierten Studie durch eine nicht aus-
zuschließende Kontamination der Proben mit Thrombozyten, die durch Dichte-
gradientenzentrifugation nicht von den mononukleären Zellen getrennt werden können, 
nur eingeschränkt mit unseren Ergebnissen vergleichbar. Denn auch Thrombozyten 
enthalten signifikante Mengen an Ang-1-RNA und -Protein (88). Man nimmt an, dass 
dieses Ang-1, das in Thrombozyten gespeichert und als Antwort auf eine Thrombin-
Einwirkung freigesetzt wird, zum Teil die gefäßstabilisierende Funktion der 
Thrombozyten vermittelt (88). Demnach kann die in einer so separierten Zellfraktion 
mit Hilfe der PCR gemessene Ang-1-Expression auch bei hohem peripherem Blasten-
anteil nicht allein auf die AML-Zellen zurückgeführt werden, da sie zum Teil auch von 





Schließlich scheint auch das Geschlecht Einfluss auf die Ang-1-Expression zu haben. 
So konnte eine Arbeitsgruppe im Blutplasma gesunder Männer doppelt so hohe Ang-1-
Spiegel wie im Plasma gesunder Frauen messen (16). Ähnliches konnten wir in der 
vorliegenden Untersuchung beobachten, denn auch hier zeigten weibliche 
Kontrollpatienten tendenziell niedrigere Ang-1-Expressionswerte im Knochenmark als 
männliche, wobei dieser Unterschied jedoch nicht ganz das Signifikanzniveau erreichte 
(p = 0,083). Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen liefern in vitro Daten, die 
zeigen, dass Oströgen (17-  -Estradiol) die Expression von Ang-1-mRNA in nicht-
reproduktiven Geweben herunterreguliert (177), während Androgene die                  
Ang-1-Expression nicht beeinflussen (130). Der Publikation von MÜLLER et al. sind 
allerdings keine Angaben über die Zusammensetzung der AML- und Kontrollgruppe zu 
entnehmen. Wären Männer und Frauen in beiden Kollektiven ungleich verteilt – etwa 
bei einem Überschuss männlicher Patienten in der AML- und einem Überschuss 
weiblicher Probanden in der Kontrollgruppe –, könnte sich möglicherweise allein 
hieraus der von den Autoren beobachtete Expressionsunterschied ergeben. Nicht zuletzt 
beinhaltet die vergleichsweise kleine AML- und Kontrollgruppe (n = 11 bzw. 7) eine 
mögliche statistische Unsicherheit. Dass in unserer Studie solche, vom Geschlecht 
abhängige Expressionsunterschiede potentiell vorhandene Unterschiede der             
Ang-1-Expression zwischen AML- und gesundem Knochenmark maskiert haben 
könnten, erscheint bei annähernd gleicher Geschlechterverteilung im AML- und 
Kontrollkollektiv (m/w: 38/26 = 1,5 und 10/6 = 1,7) dagegen unwahrscheinlich. Weder 
die Literatur noch unsere Beobachtungen geben Hinweise auf eine geschlechts-
abhängige Expression von Ang-2 oder Tie-2. 
Neben der zellulären Expression war für Ang-1 eine teilweise ausgeprägte 
Expression im Extrazellularraum, die sich vor allem im gesunden, aber auch im 
neoplastischen Knochenmark fand, charakteristisch. XU et al. konnten zeigen, dass 
Ang-1 über eine Linker-Peptid-Region an Komponenten der extrazellulären Matrix 
gebunden werden kann (174). Die von uns beobachtete Immunreaktivität in den 
Zellzwischenräumen scheint Ausdruck dieser Bindung an Komponenten der extra-
zellulären Matrix zu sein, die nach XU et al. auf eine besondere Form der Regulation der 
Ang-1-Aktivität hindeutet. So könnte die Freisetzung von Ang-1 anstelle der Regulation 





Mechanismen diese Assoziation mit Matrixkomponenten verstärken oder abschwächen 
können, ist jedoch bislang nicht erforscht (174).  
Die Expression von Ang-1 im Knochenmark von AML-Patienten korrelierte weder 
mit dem Alter bei Erstdiagnose noch mit der Blasteninfiltration oder einzelnen AML-
Subtypen. Zusammenfassend erscheint aufgrund der Ähnlichkeit der Expression im 
normalen und leukämischen Knochenmark eine herausragende Rolle von Ang-1 in der 
Pathophysiologie der AML unwahrscheinlich. Unsere Beobachtungen schließen 
allerdings keineswegs aus, dass bestimmte AML-Subtypen oder einzelne Blasten-
populationen von Ang-1-Signalen abhängig sein könnten. Zukünftige Studien könnten 
dieser Frage nachgehen. Indessen spricht die deutlich gesteigerte Aktivität im AML-




4.2  Umkehr der Angiopoietin-Balance als Voraussetzung der 
AML-induzierten Angiogenese im Knochenmark? 
 
Die Angiogenese ist abhängig von einem ausbalancierten Zusammenspiel positiver und 
negativer Regulatoren (60). Ang-1 und Ang-2 vermitteln als Agonist und Antagonist 
des Tie-2-Rezeptors gegensätzliche Wirkungen an vaskulären Endothelzellen. Während 
Ang-1 die Gefäßstruktur stabilisiert, lockert Ang-2 bestehende Kontakte zwischen 
Endothel- und perivaskulären Stützzellen, indem es Ang-1 vom Tie-2-Rezeptor 
verdrängt. Die durch den Verlust von Kontakten zu periendothelialen Stützzellen 
exponierten Endothelzellen können unter dem Einfluss mitogener Wachstumsfaktoren 
proliferieren, aus dem Gefäß aussprossen und neue Kapillaren formen. Während Ang-1 
als stabilisierendes Signal ubiquitär im Körper zu finden ist, ist die Expression von 
Ang-2 im gesunden erwachsenen Organismus gemäß seiner biologischen Funktion auf 
Ovarien, Uterus und Plazenta, den Organen mit physiologisch gesteigerter 
Angiogenese-Aktivität beschränkt. (24, 96).  
Entsprechend gering war die zelluläre und vaskuläre Expression von Ang-2 im 
gesunden Knochenmark. In der Tat scheint hier Ang-1 der dominierende Ligand des 





Expression von Ang-1 in den Zellen der gesunden Hämatopoese und in gefäßartigen 
Strukturen des normalen Knochenmarks relativ hoch. Unsere Beobachtungen ent-
sprechen damit der vielfach dokumentierten ubiquitären Expression von Ang-1 im 
gesunden erwachsenen Organismus (96, 115). Wie im übrigen Körper garantiert es 
offenbar auch im Knochenmark die Aufrechterhaltung eines stabilen, ruhenden 
Gefäßsystems. Auch das extrazelluläre, mit der Matrix assoziierte Ang-1, das im 
gesunden häufiger als im leukämischen Knochenmark vorhanden war, könnte dazu 
beitragen. Der Nachweis des Tie-2-Rezeptors in vaskulären Strukturen spricht weiter 
für die Existenz eines gefäßstabilisierenden Ang-1/Tie-2-Signalweges im gesunden 
Knochenmark, auch wenn unsere Methode keine Aussage über den Phosphorylierungs-
grad und die Aktivität des Rezeptors zulässt. Unsere Beobachtungen erweitern die 
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die Tie-2 in Arterien, Venen und Kapillaren 
verschiedener adulter Gewebe, darunter Lunge, Herz, Gehirn, Leber und Skelettmuskel 
nachweisen konnte (170, 171). Ob zudem die Markierung vaskulärer Strukturen mit den 
Ang-1-Antikörpern Ausdruck einer parakrinen Bindung von Ang-1 an endotheliales 
Tie-2 ist, oder ob es sich um von Gefäßwandzellen produziertes Ang-1 handelt, lässt 
sich mit unserer Methode nicht beurteilen. Immunhistochemische Doppelfärbungen mit 
Ang-1-Antikörpern und zusätzlichen Antikörpern gegen endothelspezifische Antigene 
(z.B. Thrombomodulin) und Antigene glatter Muskulatur (z.B.  -smooth-muscle-Actin) 
könnten die exakte vaskuläre Lokalisation von Ang-1 definieren. 
Ang-1 und Ang-2 konkurrieren als Agonist und Antagonist an vaskulärem Tie-2. 
Die Balance zwischen beiden Faktoren bestimmt den Aktivitätsstatus des                  
Tie-2-Rezeptors und damit dessen biologische Funktion. Wie in früheren Studien 
beschrieben (56, 104, 142), errechneten wir daher sowohl für die Kontrollgruppe als 
auch für das AML-Kollektiv das Verhältnis von Ang-2- zu Ang-1-Expression. 
Wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit war der Anstieg der Ang-2/Ang-1 Ratio 
von 0,5 im gesunden auf 1,7 im neoplastischen Knochenmark. Im AML-Knochenmark 
existiert damit eine Imbalance der Angiopoietin-Expression, die die Aktivität von   
Ang-2 über die von Ang-1 zu stellen scheint. War im normalen Knochenmark noch 
Ang-1 der dominierende Faktor, war dies im AML-Knochenmark dessen Antagonist 
Ang-2. Die Bedeutung einer zugunsten von Ang-2 verschobenen Balance für die 





weitaus größte Teil der Studien solide Tumoren und bislang noch keine Studie die AML 
oder andere Leukämien. 
Eine gesteigerte Ang-2-Expression wurde für eine Vielzahl verschiedener stark 
vaskularisierter solider Neoplasien, beispielsweise für Glioblastome (149, 179), 
Kolonkarzinome (4), nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (152), Hepatozelluläre 
Karzinome (105, 153), Magenkarzinome (37) und Neuroblastome (33), beschrieben. 
Das Plus an Ang-2-Aktivität in soliden Tumoren versetzt bestehende Gefäße in einen 
plastischeren Zustand, in dem sie empfindlicher auf proliferative Stimuli reagieren, und 
führt in Anwesenheit mitogener Wachstumsfaktoren wie VEGF zu aktiver Tumor-
angiogenese (92, 160, 175). In der Tat ist auch VEGF in der Mehrheit der soliden Neo-
plasien überexprimiert (32). 
Ursprung einer gesteigerten Ang-2-Expression sind nicht nur die Tumorzellen 
selbst, sondern auch das Endothel der Tumorgefäße (68, 149). VEGF und hypoxische 
Stimuli induzieren in vitro (97, 111) und in vivo (182) die Expression von endo-
thelialem Ang-2. So kann von Endothelzellen freigesetztes Ang-2 autokrin und von 
Tumorzellen produziertes Ang-2 parakrin an vaskuläres Tie-2 binden und eine 
bestehende Ang-1-Aktivität zur Angiogenese-Induktion antagonisieren.  
Dagegen bleibt die Expression von Ang-1 in den meisten Fällen unverändert (13, 
105, 153). Mehr noch, in bestimmten soliden Tumoren ist die Ang-1-Expression 
verglichen mit Normalgewebe reduziert oder gar nicht vorhanden, was einen selektiven 
Verlust von Ang-1-Aktivität im Verlauf der Cancerogenese bedeutet (4, 22, 65). 
Entsprechend konnte bereits gezeigt werden, dass Ang-1 eine inhibitorische Rolle in der 
Tumorangiogenese zukommt. So führte eine Überexpression von Ang-1 in einer 
Mammakarzinom- (65) und einer Kolonkarzinomzelllinie (3) zu verzögertem Tumor-
wachstum in Xenograft-Modellen. Zudem konnte Ang-1 die peritoneale (147) und 
hepatische (148) Metastasierung von Kolonkarzinomzellen inhibieren.   
Das von uns beobachtete Expressionsmuster der Angiopoietine im AML-
Knochenmark entspricht damit dem Bild, das für die Mehrzahl der bislang untersuchten 
soliden Neoplasien dokumentiert wurde. So könnte der Gewinn an Ang-2-Aktivität im 
Übergang zur Leukämie gefäßstabilisierende Ang-1-Effekte im Knochenmark 
überspielen. Offenbar sind leukämische Blasten durch Produktion von Ang-2 in der 





Wirkung von Ang-2 ist jedoch abhängig von gleichzeitig verfügbaren mitogenen 
Wachstumsfaktoren. Diese sind in Form von VEGF, bFGF und anderen im AML-
Knochenmark überexprimiert (11, 55, 114). Diese Co-Expression macht das aus der 
physiologischen Angiogenese und der Angiogenese solider Neoplasien bekannte 
Modell koordinierter Ang-2/VEGF-Effekte auch für die Angiogenese der AML wahr-
scheinlich. Somit könnte die erhöhte Mikrogefäßdichte im Knochenmark von AML-
Patienten als ein Resultat synergistischer Ang-2/VEGF-Wirkungen aufgefasst werden. 
Das durch die gesteigerte Angiogenese-Aktivität expandierte Endothel könnte dann 
umgekehrt die Proliferation leukämischer Blasten im Knochenmark stimulieren, da 
Endothelzellen ihrerseits Faktoren wie SCF, G-CSF, M-CSF oder IL-6 freisetzen, die 
als Wachstumsfaktoren für leukämische Blasten wirken (7). Zudem könnte die 
gesteigerte Ang-2-Expression durch permeable, unreife Knochenmarkgefäße, die 
Dissemination leukämischer Blasten in die systemische Zirkulation fördern (99). 
Offenbar scheint sich damit das aktuelle Modell der Tumorangiogenese nicht nur auf 
solide, sondern auch auf hämatologische Neoplasien, zumindest auf die AML, 
anwenden zu lassen. 
In Bezug auf hämatologische Neoplasien existieren bislang nur zwei Studien, die 
die Expression der Angiopoietine – allerdings mit gegensätzlichen Ergebnissen – 
untersuchten. Während eine Arbeitsgruppe Ang-2 in Myelomzellen nicht nachweisen 
konnte, sondern das Multiple Myelom mit einer erhöhten Expression von Ang-1 
assoziiert sah (54), fand eine andere Gruppe – in Analogie zu den Beobachtungen der 
vorliegenden Arbeit – sowohl eine erhöhte Expression von Ang-2 als auch von VEGF 
in Myelomzellen (158). Daher ist bei der gegenwärtigen Studienlage nicht sicher zu 
beurteilen, ob sich das Prinzip der Überexpression von Ang-2 zur Angiogenese-
Induktion auf die ganze Gruppe der hämatologischen Neoplasien übertragen lässt. 
Ob das in unserer Studie in gefäßartigen Strukturen des AML-Knochenmarks 
nachgewiesene Ang-2 Ausdruck eines autokrinen Ang-2/Tie-2-Signalweges in 
Endothelzellen ist, lässt sich mit unserer Methode nicht feststellen. So kann nicht 
unterschieden werden, ob die beobachtete Immunreaktivität von Endothelzellen 
produziertes oder an Tie-2 gebundenes und von AML-Blasten freigesetztes Ang-2 
repräsentiert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die endotheliale Ang-2-Ex-





an klinischen Materialien die endotheliale Ang-2-Genexpression quantitativ, durch in 
situ Hybridisierung bestimmt hat (172). Angesichts des deutlichen Unterschieds in der 
Expression von Ang-2 durch leukämische Blasten und normale Knochenmarkzellen 
scheint im AML-Knochenmark ohnehin die parakrine Ang-2-Wirkung im Vordergrund 
zu stehen. 
Um einen Zusammenhang zwischen dem Tie-2/Angiopoietin-System und der 
AML-induzierten Angiogenese weiter zu prüfen, korrelierten wir die Expressionswerte 
für Ang-1, Ang-2 und Tie-2 mit aus früheren Studien unserer Arbeitsgruppe 
vorhandenen Daten zur Mikrogefäßdichte. Bei Betrachtung des Gesamtkollektivs 
(AML- und Kontrollpatienten) konnten wir in der Tat eine positive Korrelation 
zwischen der Expression von Ang-2 und Tie-2 sowie der Ang-2/Ang-1 Ratio und der 
MVD im Knochenmark feststellen. Dagegen korrelierte die Ang-1-Expression nicht mit 
der MVD. Diese Zusammenhänge ließen sich jedoch bei jeweils separater Betrachtung 
des AML- und Kontrollkollektivs nicht mehr nachweisen. Der Grund dafür könnte zum 
einen in der komplexen Regulation der Angiogenese durch eine Vielzahl verschiedener 
pro- und antiangiogener Mediatoren liegen. Blasten hämatologischer Neoplasien und 
Tumorzellen solider Tumoren können ein großes Spektrum unterschiedlicher 
angiogener Faktoren produzieren. Da sich der Grad der Angiogenese-Aktivität aus dem 
Netto-Effekt der Summe aller positiven und negativen Regulatoren ergibt, ist die Höhe 
der Expression einzelner angiogener Mediatoren daher häufig nicht direkt mit der 
Anzahl an Mikrogefäßen assoziiert (66). Zum anderen scheinen die Angiopoietine 
insofern eine besondere Rolle in der Regulation der Angiogenese einzunehmen, als sie 
für sich genommen und im Gegensatz zu klassischen angiogenen Faktoren vaskuläre 
Endothelzellen nicht zur Proliferation anregen können (24, 96). Vielmehr scheinen 
gefäßdestabilisierende Ang-2-Effekte eher die Voraussetzung für das Aussprossen von 
Endothelzellen als ein das Ausmaß der Angiogenese – gemessen an der Zahl der 
Mikrogefäße bzw. letztendlich an der Endothelzellmasse – steuernder Faktor zu sein: 
sind die vaskulären Tie-2-Rezeptoren einmal mit Ang-2 besetzt, ist unwahrscheinlich, 
dass ein alleiniges zusätzliches Plus an Ang-2-Aktivität die Neovaskularisation weiter 
steigern würde. Dieses würde man eher von den klassischen angiogenen 
Wachstumsfaktoren erwarten, die eine mitogene Antwort in Endothelzellen auslösen 





Insgesamt lässt sich der im Zusammenhang der Angiogenese solider Tumoren geprägte 
Begriff des Angiogenen Switch (60) offenbar auch auf das Tie-2/Angiopoietin-System 
bei AML übertragen: hohe Ang-1-Spiegel bei gleichzeitig niedrigen Ang-2-Spiegeln 
garantieren Gefäßstabilität und -integrität im gesunden Knochenmark. Steigende Ang-2-
Level im Übergang zur AML versetzen ruhende Knochenmarkgefäße in einen 
plastischeren Zustand, in dem sie leichter auf proliferative Stimuli ansprechen, und 
„ schalten“  die Angiogenese an. So könnte Ang-2 essentielle Voraussetzung für die 
Induktion vaskulärer Umbauvorgänge im AML-Knochenmark sein. In der Tat ist Ang-2 
absolut unverzichtbar für postnatales angiogenes Sprouting und vaskuläres Re-
modelling, wie Experimente mit Mäusen zeigen, in denen die Expression von Ang-2 
selektiv ausgeschaltet wurde (51).  So wurde bereits angenommen, dass Ang-2 als 
einzelnes Molekül den Angiogenen Switch repräsentieren könnte (79). Zukünftige 
Untersuchungen könnten den Phosphorylierungsstatus des vaskulären Tie-2-Rezeptors 
und den Reifestatus (d.h. die Ummantelung mit Perizyten) der „ Tumorgefäße“  im 
AML-Knochenmark näher charakterisieren.  
 
 
4.3 Expression des Tie-2-Rezeptors durch leukämische Blasten: 
Ausdruck eines autokrinen Regulationsmechanismus? 
 
Neben den Angiopoietin-Wirkungen an vaskulärem Endothel lässt das Expressions-
muster des Tie-2/Angiopoietin-System noch einen weiteren Stoffwechselweg vermuten. 
Denn obwohl nahezu spezifisch für Endothelzellen wird der Tie-2-Rezeptor auch von 
frühen hämatopoetischen Stammzellen exprimiert (75, 134, 176). Dies mag Ausdruck 
der Tatsache sein, dass Endothelzellen und hämatopoetische Stammzellen von einer 
gemeinsamen Vorläuferzelle, dem sog. Hämangioblasten, abstammen (34). 
Entsprechend fanden wir Tie-2 nicht nur in gefäßartigen Strukturen, sondern auch in 
Zellen der gesunden und neoplastischen Hämatopoese. Unsere Beobachtungen legen 
nahe, dass Tie-2 sowohl in der normalen als auch in der neoplastischen Hämatopoese in 
autokrine Regulationsmechanismen eingebunden ist. 
Wir fanden im Knochenmark der Kontrollpatienten eine heterogen verteilte, 





Knochenmarkzellen mit dem Tie-2-Antikörper markiert wurde. Damit stehen unsere 
Ergebnisse im Einklang mit bisherigen Untersuchungen zu Tie-2 in Zellen der 
Hämatopoese, die zeigen konnten, dass nur bestimmte Subpopulationen hämato-
poetischer Progenitorzellen (27% der CD34+ und 20% der c-kit+ Zellen) und 20% der 
CD19+ B-Lymphozyten den Tie-2-Rezeptor exprimieren (134, 176). Daneben konnten 
wir den Tie-2-Rezeptor in Megakaryozyten nachweisen, eine Entdeckung, die jüngst 
eine andere Gruppe im Knochenmark von gesunden Patienten sowie von Patienten mit 
CML und Polycythaemia vera machte (181). Während in der Literatur von einer 
Expression von Ang-1 und seiner Spleißvarianten durch Megakaryozyten bereits 
berichtet wurde (72), wurde eine megakaryozytäre Expression des zweiten                
Tie-2-Liganden Ang-2 noch nicht beschrieben. Die simultane Expression von Rezeptor 
und Liganden in Zellen der Hämatopoese bzw. Megakaryozyten spricht für die Existenz 
autokriner Angiopoietin/Tie-2-Stoffwechselwege. Welche Funktionen Tie-2-Signale in 
der Hämatopoese bzw. der Megakaryopoese im speziellen haben, ist heute jedoch nicht 
vollständig verstanden. Einige in vitro Daten deuten daraufhin, dass das                     
Tie-2/Angiopoietin-System in die Regulation der für Proliferation und Differenzierung 
essentiellen Interaktionen zwischen hämatopoetischen Zellen und der extrazellulären 
Matrix bzw. Stromazellen eingebunden ist (134, 151). Dass dem Tie-2-Rezeptor auch in 
nicht-endothelialen Zellen eine Bedeutung zukommen muss, zeigt der Phänotyp       
Tie-2-defizienter Mäuse, die neben einem defekten Gefäßsystem eine schwer 
beeinträchtigte Hämatopoese entwickeln (136). 
Für die neoplastische Hämatopoese könnten Tie-2-Signale eine bedeutendere Rolle 
spielen, denn leukämische Blasten exprimieren erhöhte Level an Tie-2. In der Tat 
konnten wir im neoplastischen Knochenmark des AML-Kollektivs eine verglichen mit 
dem gesunden Knochenmark doppelt so hohe Tie-2-Expression nachweisen. Häufig 
waren weite Teile der zellulären Anteile des AML-Knochenmarks homogen mit den 
Tie-2-Antikörpern markiert. Dass die gesteigerte Expression des Tie-2-Rezeptors im 
AML-Knochenmark allein auf die Hyperzellularität zurückzuführen ist, schließt die 
fehlende Korrelation zwischen der Tie-2-Expression und der Blasteninfiltration im 
Knochenmark aus. Eine linien- oder reifegradabhängige Expression von Tie-2 bestand 





M7 aufgrund der geringen Repräsentation dieser Subgruppen im Gesamtkollektiv nicht 
sicher ausgeschlossen werden kann.  
Neben der zellulären Expression stellte sich teilweise auch der interzelluläre Raum 
schwach Tie-2-positiv dar. Dies mag Ausdruck einer immunhistochemischen 
Markierung der löslichen Form des Tie-2-Rezeptors sein. Lösliches Tie-2 ist ein 
Fragment der extrazellulären Rezeptordomäne, das auf bestimmte Reize von 
Endothelzellen freigesetzt wird und sich in Plasma und Serum finden lässt (126). 
Dessen physiologische Relevanz ist jedoch unklar. So ist z.B. nicht bekannt, ob die 
Angiopoietine an das lösliche Tie-2-Fragment binden können (126). Bei einigen 
Tumorerkrankungen sind jedoch erhöhte Level von löslichem Tie-2 im peripheren Blut 
mit der Tendenz zu früher Metastasierung, lokoregionaler Rezidivierung und einer 
schlechteren Prognose assoziiert (20, 70). 
Unsere Ergebnisse einer vom Differenzierungsgrad unabhängigen Überexpression 
von Tie-2 durch leukämische Blasten korrelieren gut mit bisherigen Studien, die       
Tie-2-mRNA in AML-Blasten und verschiedenen AML-Zelllinien nachweisen konnten 
(85, 107, 166). MÜLLER et al. konnten erhöhte Tie-2-mRNA-Level in peripheren 
Blasten von AML-Patienten im Vergleich zu mononukleären Zellen gesunder 
Probanden messen (107). Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten die 
Autoren keinen Zusammenhang zwischen der Tie-2-Expression und einzelnen AML-
Subtypen feststellen. Insgesamt scheint damit auch eine gesteigerte Expression des 
Angiopoietin-Rezeptors Tie-2 ein gemeinsames Charakteristikum von AML-Blasten 
jeder Differenzierung zu sein, wobei erhöhte Level von Tie-2-mRNA und -Protein eine 
pathophysiologische Rolle dieses Rezeptors in der Biologie der AML nahe legen. So 
spricht die simultane Überexpression von Ligand und Rezeptor für einen autokrinen 
Stoffwechselweg, in dem AML-Blasten durch Expression von Tie-2 selbst Ziel von 
Angiopoietin-Effekten sein könnten.  
Die Bedeutung autokriner Loops in AML-Blasten wurde sowohl für klassische 
hämatopoetische Wachstumsfaktoren wie GM-CSF (178) oder IL-3 (12) als auch 
bereits für angioregulatorische Moleküle gezeigt. So exprimieren leukämische Blasten 
nicht nur VEGF, sondern auch den VEGF-Rezeptor VEGFR-2 und etablieren damit 
einen autokrinen Signalweg, der unabhängig von Mechanismen der Angiogenese die 





VEGF/VEGFR-2-Signalweges bei AML wird durch die Wirksamkeit der Substanz 
SU5416, eines aktuell in Phase-II-Studien geprüften VEGFR-2-Inhibitors, weiter 
unterstrichen (43, 101). In ähnlicher Weise stimuliert auch bFGF autokrin das 
Wachstum und die Koloniebildung von AML-Blasten (11). 
Da Tie-2 mehr als nur einen Liganden besitzt, stellt sich die Frage nach dessen 
dominierendem Bindungspartner im AML-Knochenmark. MÜLLER et al. fanden sowohl 
Ang-1-mRNA als auch Tie-2-mRNA in peripheren Blasten und vermuteten auf der 
Basis dieser Beobachtungen einen autokrinen Ang-1/Tie-2-Stoffwechselweg (107). 
Jedoch untersuchten die Autoren nicht die Expression von Ang-2. Wie oben bereits 
diskutiert, war Ang-1 in unserer Studie zwar stets auch im leukämischen Knochenmark 
nachweisbar, dessen Expression war jedoch mit der im gesunden Knochenmark 
vergleichbar. Gerade für die AML war aber eine deutlich gesteigerte Ang-2-Expression 
charakteristisch, die eine besondere pathogene Rolle dieses Faktors bei AML nahe legt. 
So könnte Ang-2 neben seiner parakrinen Funktion für die Angiogenese der AML 
zusätzliche, direkte Effekte auf leukämische Blasten haben. Dass die Expression von 
Ang-2 nicht nur mit dem Zytoplasma, sondern auffällig häufig auch mit dem Zellkern 
leukämischer Blasten assoziiert war, könnte Ausdruck eines solchen autokrinen       
Ang-2-Loops sein.  
Welche Effekte könnte Ang-2 auf Tie-2-exprimierende leukämische Blasten haben? 
Im Gegensatz zu mitogenen Wachstumsfaktoren VEGF oder bFGF haben die 
Angiopoietine keine unmittelbar proliferationssteigernde Wirkung auf Endothelzellen. 
Übertragen auf nicht-endotheliale Zellen erscheint daher ein direkter proliferativer 
Effekt von Ang-2 auf Leukämiezellen zunächst unwahrscheinlich. In einer kürzlich 
veröffentlichten Studie untersuchten BRUSERUD et al. den Effekt einiger angiogener 
Regulatoren auf die in vitro Proliferation und Zytokinsekretion von AML-Blasten (15). 
Exogenes Ang-2 allein hatte in der Tat keinen Einfluss auf die spontane 
Zellproliferation. Bei einem Teil der untersuchten Patienten konnte es jedoch die 
Proliferation von AML-Blasten in Gegenwart von hämatopoetischen Wachstums-
faktoren wie SCF, Flt3-L oder GM-CSF signifikant steigern (15). Eine weitere 
Arbeitsgruppe konnte demonstrieren, dass sowohl Ang-1 als auch Ang-2 die 
Proliferation normaler hämatopoetischer Vorläuferzellen in Anwesenheit von VEGF 





AML-Knochenmark vorhanden (42, 114). Die gesteigerte Ang-2-Aktivität könnte daher 
synergistisch mit anderen Wachstumsfaktoren die Proliferation von AML-Blasten 
stimulieren und so unabhängig von ihrer Bedeutung für die Angiogenese zur 
Progression der Erkrankung beitragen. 
Welche Mechanismen für diese Synergie verantwortlich sind, ist jedoch unklar. Es 
gibt Hinweise, dass Ang-2 interessanterweise in nicht-endothelialen Zellen als Agonist 
und nicht wie in Endothelzellen als Antagonist zu wirken scheint. In der Tat kann nicht 
nur Ang-1, sondern auch Ang-2 den Tie-2-Rezeptor in nicht-endothelialen Zellen (96, 
170) und hämatopoetischen Zellen (96, 134) phosphorylieren. Es wäre daher interessant 
zu untersuchen, ob Ang-2 in leukämischen Blasten die gleichen intrazellulären 
Signalkaskaden wie Ang-1 in Endothelzellen aktivieren kann. Einer der Haupt-
signalwege, der dem Tie-2-Rezeptor nachgeschaltet ist, ist der PI3-Kinase/Akt-
Stoffwechselweg. Durch Aktivierung dieses Signalweges vermittelt Ang-1 seine 
antiapoptotische Wirkung in Endothelzellen (86, 116). Dass auch das Überleben von 
AML-Blasten vom PI3-Kinase/Akt-Signalweg abhängt, der in AML-Zellen konstitutiv 
aktiviert ist, konnte kürzlich demonstriert werden (173). Unter der Annahme, dass   
Ang-2 in einem autokrinen Loop in leukämischen Blasten eine agonistische Wirkung 
entfaltet, könnte es AML-Blasten durch Aktivierung der PI3-Kinase/Akt-Signalkaskade 
vor Apoptose schützen. Dann könnten AML-Blasten durch die Überexpression 
desselben Moleküls, das durch eine antagonistische Wirkung an endothelialem Tie-2 
angiogene Umbauvorgänge im Knochenmark induziert und das durch eine agonistische 
Wirkung an nicht-endothelialem Tie-2 das Überleben von AML-Blasten begünstigt, 
gleichzeitig indirekt und direkt zur Progression der Erkrankung beitragen. Der Einfluss 
der Angiopoietine auf die Aktivität der PI3-Kinase und anderer intrazellulärer 
Signalwege sowie ihre Effekte auf Überleben und Proliferation Tie-2-exprimierender 











4.4 Das Tie-2/Angiopoietin-System und andere angiogene 
Mediatoren  
 
In der vorliegenden Studie korrelierten die Expressionen von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 
sowohl im gesunden als auch im neoplastischen Knochenmark positiv untereinander. 
Ähnliche Ergebnisse sahen andere Gruppen bei der Untersuchung verschiedener 
normaler und neoplastischer Gewebe. Beispielsweise korrelierte in Nierenzell-
karzinomen die Genexpression von Tie-2 mit der von Ang-1 und Ang-2 (23), in 
Neuroblastompräparaten bestand eine positiver Zusammenhang zwischen der     
mRNA-Expression von Ang-1 und Ang-2 (33), und in gesundem Ovargewebe 
korrelierte die Tie-2-Genexpression positiv mit der von Ang-1 (64). Auch wenn 
alleinige Expressionsanalysen nur begrenzte Aussagen zulassen, sprechen die gegen-
seitigen Korrelationen der Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 im gesunden und 
leukämischen Knochenmark für die Funktionalität und Relevanz dieses 
Rezeptor/Liganden-Systems in der normalen Hämatopoese und der Pathophysiologie 
der AML. 
Daneben verglichen wir die Expression des Tie-2/Angiopoietin-Systems mit in 
unserer Arbeitsgruppe vorhandenen Daten zur Expression weiterer angiogener 
Mediatoren. Dazu gehörten bFGF, VEGF, die VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 und -2 
sowie VEGF-C mit seinem Rezeptor flt-4. Positive Korrelationen wurden zwischen der 
Expression von Tie-2, Ang-1 und Ang-2 und bFGF, VEGF-C und flt-4 im AML-
Knochenmark beobachtet. MANDRIOTA et al. zeigten, dass bFGF die Genexpression von 
Ang-2 und Tie-2 in vaskulären Endothelzellen induzieren kann (97). Ein solcher 
Mechanismus in Zellen der normalen bzw. neoplastischen Hämatopoese wäre eine 
mögliche Erklärung für die in der vorliegenden Studie beobachtete positive Korrelation 
zwischen der Expression von bFGF und den Faktoren des Tie-2/Angiopoietin-Systems. 
Die Korrelation zwischen der Expression der einzelnen Vertretern des                
Tie-2/Angiopoietin-Systems und der Expression von VEGF-C und dessen Rezeptor   
flt-4 könnte Ausdruck der funktionellen Verwandtschaft beider Liganden-Rezeptor-
Systeme sein. Denn während die Bedeutung von VEGF-C und flt-4 für die Entwicklung 
von Lymphgefäßen schon länger bekannt ist (76), scheint offenbar auch der              
Tie-2/Angiopoietin-Signalweg eine Rolle in der Lymphangiogenese zu spielen.       





Lymphkapillaren, einen chylären Aszites und Lymphödeme (51). Wie Ang-1 im 
Blutgefäßsystem stellt Ang-2 im lymphatischen System die Interaktionen zwischen 
lymphatischem Endothel und umgebenden glatten Muskelzellen durch agonistische 
Bindung an Tie-2 sicher (51). Ein Zusammenhang zwischen Ang-2 und VEGF-C 
konnte bereits für lymphatische Endothelzellen gezeigt werden, denn eine Stimulation 
mit VEGF-C führt hier zu einer starken Induktion der Ang-2-Expression (163). Auch 
die von uns beobachtete Korrelation zwischen beiden Faktoren könnte Ausdruck einer 
solchen Interaktion sein. 
Insgesamt scheinen damit die Vertreter des Tie-2/Angiopoietin-Systems in 
koordinierter Weise mit anderen angiogenen Mediatoren im AML-Knochenmark 
wirksam zu sein. 
 
 
4.5 Zusammenfassung  
 
Wir untersuchten das Expressionsmuster der Angiopoietine Ang-1 und Ang-2 und ihres 
Rezeptors Tie-2 im Knochenmark von Patienten mit neudiagnostizierter, unbehandelter 
AML und Kontrollpatienten durch APAAP-Immunhistochemie.  
Die vorliegende Arbeit konnte demonstrieren, dass die AML mit einer erhöhten 
Expression des Tie-2-Rezeptors und dessen Liganden Ang-2, nicht aber mit einer 
gesteigerten Expression von Ang-1 assoziiert ist. Der sich daraus ergebende Umschlag 
der Angiopoietin-Balance zugunsten von Ang-2 könnte eine bedeutende Rolle für die 
AML-induzierte Angiogenese spielen. Darüber hinaus spricht die Überexpression des 
Tie-2-Rezeptors durch leukämische Blasten für die Existenz eines autokrinen 
Stoffwechselweges in AML-Zellen. 
Damit wäre das Tie-2/Angiopoietin-System möglicherweise ein geeigneter 
Angriffspunkt zukünftiger antiangiogener und antileukämischer Therapiestrategien in 
der Behandlung der AML. Substanzen, die in den Ang-2/Tie-2-Signalweg eingreifen, 
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08/1988 - 06/1997 Gymnasium Paulinum Münster 
 
Wehrdienst 




04/1998 - 04/2004  Studium der Humanmedizin an der Westfälischen 
Wilhelms-Universität Münster und an der Mount Sinai 
School of Medicine, New York, USA 
 
     03/2000 Ärztliche Vorprüfung 
     03/2001 1. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
     03/2003 2. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
     04/2004 3. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
 
Praktisches Jahr  
04/2003 - 03/2004 Chirurgie an der Mount Sinai School of Medicine, New 
York, USA 
 Innere Medizin – Hämatologie und Onkologie und 
  Kinderheilkunde im Universitätsklinikum Münster 
 
Berufliche Tätigkeit 
Seit 08/2004  Wissenschaftlicher Mitarbeiter in der Medizinischen 
Klinik und Poliklinik A (Hämatologie und Onkologie) des 
Universitätsklinikums Münster 
